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SOMMAIRE
La mammite bovine (inflammation des glandes mammaires), est la maladie la plus fréquente 
chez les vaches laitières et la plus coûteuse pour les producteurs laitiers. Plusieurs 
microorganismes peuvent causer la mammite mais Staphylococcus aureus en est le plus 
souvent responsable. En exprimant une panoplie de gènes de virulence, la bactérie est capable 
d’éviter l’action du système immunitaire. Sa capacité à résister au traitement antibiotique, soit 
en exprimant des gènes de résistance ou en se localisant à l’intérieur des cellules hôtes, est 
également documentée. Toutes ses raisons font que S. aureus peut causer des mammites 
chroniques et que le besoin de trouver de nouvelles stratégies thérapeutiques est bien réel.
Beaucoup d’études ont été menées pour trouver de nouvelles molécules ou des vaccins pour 
traiter cette pathologie. La plupart d’entre elles ont été réalisées in vitro ou dans des modèles 
murins, lesquels ne représentent pas exactement la réalité d’une infection de glande mammaire 
de vache laitière. Le présent projet de doctorat a proposé une approche davantage reliée à la 
réalité de cette infection. Nous avons donc voulu identifier les gènes exprimés par S. aureus 
durant la mammite bovine afin de mieux orienter la recherche de cibles thérapeutiques. Pour y 
parvenir, nous avons effectué des infections expérimentales de vaches laitières, développé une 
méthode d’isolement des bactéries du lait, procédé aux analyses transcriptomiques et identifié 
des gènes exprimés par la bactérie lors de l’infection. Cette approche n’avait encore jamais été 
tentée dans le contexte de la mammite bovine à cause des nombreux défis techniques que nous 
avons relevés.
Les gènes de & aureus identifiés lors du présent projet ont mené à différentes découvertes. 
D’abord, nous avons pu vérifier l’importance de deux de ces gènes pour la virulence de la 
bactérie lors de l’infection. Ensuite, c’est cette analyse transcriptomique qui est à la base du 
développement d’un vaccin dont l’efficacité est en cours d’analyse, et du développement 
d ’une nouvelle classe d’antibiotique qui vise un gène exprimé lors de la mammite. Ces deux 
dernières percées font chacune l’objet d’un brevet d’invention. Nous sommes donc partis de
l’hypothèse que les gènes exprimés par S. aureus lors de la mammite bovine sont essentiels ou 
importants pour sa virulence ou sa survie et que ceux-ci représentent de bons candidats au 
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Cette thèse rapporte précisément un tel 
constat.
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CHAPITRE 1 
INTRODUCTION
1.1 La mammite bovine
1.1.1 Importance économique
La mammite bovine (inflammation des glandes mammaires), est la maladie la plus fréquente 
chez les vaches laitières et la plus coûteuse pour les producteurs laitiers. Au Canada, la 
pathologie a coûté 300 millions de dollars en 2006 et les chiffres sont tout aussi démonstratifs 
de la problématique au niveau mondial (Tableau 1).
Tableau 1. Portrait national de la production laitière en 2006 pour l’Amérique du Nord, la 
France et les Pays-Bas. (http://www.medvet.umontreal.ca/reseau_mammite)
C a w d a Etats-Unis France Pavs-B as
Production de lait nationale 
Production m oyenne par ferm e laitière 
Production m oyenne par vache  
Nom bre tota l de ferm es laitières 
Nombre tota l de vaches laitières 
Nom bre de vaches m oyen par ferme 
CCS m oren national
7,41 m illiards de kg 
477 390 kg 
7270 kg 
15 522 
1 019 1 0 0
65,6  vaches 
2 5 2 0 0 0  cellules/ml
82,5 milliards de kg 
10 9 7  9 00 kg 
9050 kg 
75 140 
9  112000 
121,3
288 000 cellules/ml
P ertes économ iques dues h la mammite 3 0 0 m illions SCAN /an  2 m illiards S US /  an_
23,6  m illiards de kg
2 3 7 4 9 0  kg
7086 kg
9 9 3 7 4
3 8 7 7 8 1 7
39
n/d
3 0 0 m illio n s f  /an
10.7 m illiards de kg 
493 116kg
7744 kg 
22 300 
1 4 2 0 0 0 0
63.7 
n/d
113 m illions €  /an
Les coûts associés aux mammites pour un producteur laitier dépendent de plusieurs facteurs 
comme l’incidence de l’infection, l’effet de la mammite sur la reproductibilité de l’animal et le 
traitement choisi. Ce coût dépend aussi de la cause de la mammite. On estime qu’une 
mammite causée par une bactérie à Gram-négatif en coûtera 211,03$US par cas, une bactérie à 
Gram-positif 133,73$US et une mammite ayant toute autre cause 95,31 SUS par cas. Les 
pertes économiques reliées à ces différents types de mammite diffèrent également. Par 
exemple, la majorité des coûts associés aux mammites à Gram-négatif viennent des pertes en 
production laitières tandis que ce sont les dépenses en traitements qui seraient prédominantes
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pour les infections à Gram-positif (Cha et a i,  2011 ). Ceci étant dit, il a été démontré que les 
coûts associés aux mammites pouvaient être réduits quand l’agent causal de l’infection, s’il y a 
lieu, pouvait être identifié, permettant une approche plus ciblée pour traiter la mammite 
(Neeser et al., 2006).
1.1.2 Description de la mammite bovine
La mammite bovine est par définition une inflammation des glandes mammaires. Ainsi, nous 
devrions parler d'infection intra-mammaire lorsque nous faisons référence aux mammites 
exclusivement causées par une infection. La vaste majorité des mammites bovines sont 
causées par des microorganismes pathogènes. Pour simplifier, nous utiliserons le mot 
« mammite » dans cet ouvrage.
Les mammites peuvent se diviser en deux catégories : La mammite clinique et la mammite 
sous-clinique. La mammite clinique peut être suraiguë, aiguë ou chronique. Les symptômes 
peuvent varier du lait d’apparence anormal, d’une enflure du trayon, de douleur au niveau du 
pis et même à des symptômes plus systémiques comme de la fièvre. La mammite sous- 
clinique quant à elle ne présente pas de symptômes apparents, le lait est d ’apparence normale 
mais le compte de cellules somatiques dans le lait est plus élevé (> 200 000 cellules/mL) que 
la normale en réponse à l’infection (Contreras et a i,  2011). La mammite sous-clinique peut 
aussi être décelée par une culture du lait présumé contaminé pour y déceler un 
microorganisme pathogène (Sears et al., 2003). L’incidence des mammites cliniques et sous- 
cliniques dépend de la région géographique dont on parle. En Amérique du Nord, on estime 
l’incidence des mammites cliniques à 7 à 30% des vaches à risques, alors que ce chiffre 
grimperait à 30-40% pour les mammites sous-cliniques aux États-Unis et en Europe 
(Contreras et al., 2011).
D’un point de vue plus fondamental, la mammite bovine a un effet direct sur la qualité du lait 
de la vache atteinte. Les variations en concentration des principaux constituants du lait sont 
listées dans le Tableau 2. Ces variations sont le résultat d’une élévation du compte de cellules
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somatiques dans le lait. Cela a comme résultat une baisse en lactose et en gras associée à une 
diminution de la capacité de la glande mammaire à produire ces composantes. Également, 
même si la quantité totale de protéines reste sensiblement la même, la proportion des protéines 
à haute valeur nutritive et industrielle baisse par rapport à celles du lactosérum, diminuant 
ainsi la qualité. D’autres changements concernent les minéraux du lait qui peuvent faire le 
passage des vaisseaux sanguins à la glande mammaire ou vice-versa en situation de mammite. 
Des normes sont établies concernant la qualité du lait afin de pouvoir le commercialiser.
Tableau 2. Concentration (%) des constituants du lait normal et à haut compte de cellules 
somatiques. (http://www.ag.ndsu.edu/pubs/ansci/dairy/asl 129w.htm)
Constituant lait normal lait avec haut CCS % du lait normal
Gras 3,5 3,2 91
Lactose 4,9 4,4 90
Protéines totales 3,61 3,56 99
Caséine 2,8 2,3 82
Protéines du lactosérum 0,8 1,3 162
Albumine sérique 0,02 0,07 350
Lactoferrine 0,02 0,1 500
Immunoglobulines 0,1 0,6 600
Sodium 0,057 0,105 184
Chlorure 0,091 0,147 161
Potassium 0,173 0,157 91
Calcium 0,12 0,04 33
1.1.3 Microorganismes causant la mammite
On peut diviser les bactéries pathogènes causant la mammite bovine en deux catégories : 
contagieux ou de l’environnement. Les microorganismes pathogènes contagieux sont 
considérés comme étant capables de survivre dans la glande mammaire et causent le plus 
souvent des mammites sous-cliniques. Ils sont dits contagieux car ils peuvent être transmis 
d’un animal à l’autre particulièrement durant les périodes de traite lorsque les vaches sont plus
3
souvent manipulées. Les pathogènes contagieux majeurs sont Staphylococcus aureus, 
Streptococcus dysgalactiae et Streptococcus agalactiae (Bradley et al., 2002). Les pathogènes 
environnementaux quant à eux, sont définis comme étant opportunistes, non adaptés pour la 
survie dans un hôte. Essentiellement, ils pénètrent la glande, se multiplient, engendrent une 
réponse immunitaire et sont rapidement éliminés. La pathogènes environnementaux les plus 
importants sont Escherichia coli et Streptococcus uberis (Bradley et al., 2002).
La distribution des pathogènes causant la mammite varie grandement d’un pays à l’autre, 
d’une ferme laitière à une autre. Depuis le début des années 80, Staphylococcus aureus est le 
pathogène prédominant de la glande mammaire au Canada. La Figure 1 montre que c’est 
effectivement le cas au Canada avec 23% de S. aureus isolé des cas de mammites bovines 
(34% au Québec).
A. pyogènes 
Levures 2% Autres
Autres4"'4- .  1 8%
streptocoques
4% \  \
S. aureus 
23%
Entérocoques
4%
S. dysgalactiae 
8%
Klebsiella
8% S. uberis 
12%
Figure 1. Distribution des pathogènes causant la mammite bovine au Canada (Barkema et a i, 
2007)
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1.1.4 Glande mammaire et immunité
La première ligne de défense contre l’invasion des microorganismes pathogènes dans la 
glande mammaire est anatomique. Le muscle sphincter du trayon et l’épithélium kératinisé ne 
sont pas favorables à l’entrée des microorganismes dans le trayon et à leur survie (Sordillo et 
al., 1997). Un dommage relié à cette première ligne de défense peut directement être relié à un 
risque plus accru de pénétration du microorganisme dans la citerne du pis résultant en une 
mammite (Myllys et a i, 1994). La seconde ligne de défense est le système immunitaire de 
l’animal. Lors de l’inflammation, l’immunité de la glande mammaire est activée dans le but 
d’éliminer le microorganisme. Cette réponse est divisée en deux formes de mécanismes de 
défense : l’immunité innée et l’immunité acquise (Oviedo-Boyso et al., 2007). Lorsqu’un 
microorganisme pathogène réussit à passer la première ligne de défense et à pénétrer dans la 
citerne de la glande mammaire, il rencontre les macrophages, les neutrophiles et les 
lymphocytes (facteurs cellulaires) qui sont des cellules qui contrôlent aussi bien l’immunité 
innée qu’acquise (Sordillo et al., 2002).
Dans la glande mammaire, les macrophages initient la réponse inflammatoire en phagocytant 
le pathogène et en produisant des molécules appelées cytokines (facteurs solubles) qui vont à 
leur tour favoriser le recrutement des neutrophiles du sang vers le site de l’infection, en 
l’occurrence la glande mammaire (Rainard et al., 2003). Les cellules épithéliales de la glande 
mammaire joueraient également un rôle dans le recrutement des neutrophiles. Elles sécrètent 
des cytokines et chimiokines qui stimulent l’expression de protéines d’adhésion sur les 
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins qui avoisinent le site d’infection et qui à leur 
tour permettent le recrutement des neutrophiles (Rainard et al., 2003). Cette chronologie 
d’événements est bien démontrée par le fait qu’une glande mammaire non infectée contient 
des macrophages et une faible concentration de neutrophiles, alors que la concentration de 
neutrophiles explose quand la glande est infectée (Oviedo-Boyso et al., 2007). Rendus sur le 
site de l’infection, les neutrophiles vont phagocyter les microorganismes et produire des 
molécules qui vont être létales pour la plupart des pathogènes (défensines, peptides 
antimicrobiens) (Paape et al., 2008).
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Alors que la migration des cellules du système immunitaire du sang vers la glande mammaire 
est essentielle à la défense contre l’infection, ce n’est pas sans conséquence sur la production 
laitière. En effet, cette migration de neutrophiles créerait des dommages aux cellules
sécrétrices de lait (Akers et al., 201). L’anatomie de la glande mammaire et la réponse
immunitaire innée sont présentées à la Figure 2. La réponse immunitaire innée varie selon 
l’agent infectieux. En effet, les différentes composantes qui constituent la paroi cellulaire des 
bactéries (LPS, peptidoglycan, etc.) sontjeconnues par des récepteurs membranaires différents 
(Bannerman et al., 2004). La réponse immunitaire innée de la glande mammaire face à
différents microorganismes est présentée dans le Tableau 3.
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Figure 2. Glande mammaire et immunité (A) Schéma de la glande mammaire montrant les 
barrières physiques du pis constituant la première ligne de défense contre l’entrée des
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microorganismes pathogènes. Le sphincter serait la première ligne et l’épithélium kératinisé la 
deuxième. (B) Facteurs solubles et cellulaires qui participent à la réponse immunitaire innée 
de la glande mammaire. Les macrophages situés dans les alvéoles phagocytent les bactéries 
qui ont pénétré dans la citerne de la glande mammaire. Les macrophages relâchent alors des 
cytokines comme TNF-a et IL-1 p. (C) En réponse aux cytokines, les cellules endothéliales des 
vaisseaux sanguins adjacents expriment des molécules d’adhésion qui facilitent le recrutement 
des neutrophiles du sang vers le site d’infection. (Oviedo-Boyso et al., 2007)
Tableau 3. Réponse immunitaire innée de la glande mammaire face à différentes bactéries 
(Oviedo-Boyso et al.. 2007)
Bactérie Type de mammite Réponse im m unitaire
Staphylococcus aureus c lin iq u e  ou  su b -c lim q u e  /  ch ro n iq u e tccs
î  co n c en tra tio n  T N F -a . IL -I p  e t C 5a 
t co n c en tra tio n  IL-12 
î  rec ru tem e n t de C D 8+  
t co n c en tra tio n  IgG 2
Escherichia colt c lin iq u e tccs
î  c o n c en tra tio n  T N F -a , IL -1 p, IL -8 , IL -12 . IFN -y et C 5a 
t  c o n c en tra tio n  L B P , B S A  et sC D 14
Streptococcus uheris c lin iq u e î  C C S
t  c o n c en tra tio n  T N F -a , IL -1 p, IL -8 , IL -12, IFN -y, C 5a 
p m C D M e t L B P
Serralia marcescens c lin iq u e fa ib le  co n c en tra tio n  d e  IL -12 , IFN -y, pm C D 14  et L.BP
Klebsiella pneumoniae c lin iq u e î  C C S
t  c o n c en tra tio n  T N F -a , I L - 1 p et IL -12 , IFN -v 
î  c o n c en tra tio n  IL -8, C 5 a , L B P  e t p m C D !4
Pseudomonas aeruginosa c lin iq u e f  c o n c en tra tio n  T N F -a , IL -8 , IL -12 , IL -10, C 5 a  et L B P
Tumor necrosis factor alpha (TNF-a); interleukine (IL; lL-ip, IL-12, IL-8); interféron gamma 
(IFN-y); lipopolysaccharide binding protein (LBP); bovine serum albumin (BSA); 
complément 5a (C5a); récepteur membranaire du plasma (pmCD14); récepteur soluble qui 
reconnaît le complexe LPS-LBP (sCDM); immunoglobuline G2 (lgG2); compte de cellules 
somatiques (CCS).
Outre les cytokines et chimiokines, d ’autres molécules interviennent dans différents 
mécanismes de l’immunité innée. Parmi ces mécanismes, il y a le système du complément. Le 
complément consiste en un groupement de protéines présentes dans le sérum et le lait,
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protéines qui sont principalement synthétisées par des hépatocytes. Les molécules du 
complément ont des fonctions diverses. Elles peuvent avoir un effet bactéricide en formant des 
pores à la surface des bactéries (ex. activité lytique contre E. coli) et l’activation de cellules 
immunitaires pour la phagocytose. Le complément pourrait aussi attirer les neutrophiles et les 
monocytes durant les phases précoces de l’infection. Malgré tout, ce système jouerait un rôle 
mineur lors de la mammite à cause des faibles concentrations du complément retrouvé dans le 
lait (Aitken et al., 2011 ).
11 y a aussi la protéine lactoferrine, synthétisée par les cellules épithéliales, les macrophages et 
les neutrophiles, dont le rôle est de séquestrer le fer du lait pour le rentre indisponible aux 
pathogènes. Chez les ruminants, il aurait été démontré que la lactoferrine et des 
immunoglobulines agiraient en synergie pour freiner la croissance de certaines bactéries à 
gram-négatif (Chaneton et al., 2008). En présence de d’autres protéines du lait, comme la jî- 
lactoglobuline, elle aurait un effet antimicrobien contre d’autres microorganismes pathogènes 
causant la mammite comme S. aureus et S. uberis (Chaneton et a i,  2011). On a aussi montré 
qu’en présence de lactoferrine et de pénicilline, les transcrits d’un gène (beta-lactamase) 
associé à la résistance aux beta-lactames étaient significativement diminués. Cette 
combinaison antibiotique-lactoferrine serait donc efficace contre des infections intra- 
mammaires à 5. aureus résistant aux antibiotiques beta-lactames (Laçasse et al., 2008). Bien 
que la lactoferrine empêche la croissance de plusieurs microorganismes, il semblerait que 
certains autres aient développé des mécanisme pour s’en servir comme source de fer (S. 
agalactiaé) (Sordillo et al., 2002).
Alors que la réponse immunitaire innée est la première à entrer en jeu lors d’une infection, la 
réponse immunitaire acquise est responsable de la mémoire de l’hôte infecté et joue un rôle 
prépondérant lorsque les premières lignes de défense ont échoué à contrecarrer l’infection. 
Cette réponse est caractérisée par la prolifération de lymphocytes B activés par l’antigène qui 
vont produire des anticorps (principalement IgG et IgM dans le cas de la mammite bovine) qui 
vont augmenter l’efficacité phagocytaire des macrophages et des neutrophiles (Sordillo et al., 
2002). Quand la glande mammaire est à nouveau exposée au même pathogène, il s’ensuit une
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plus forte réaction du système immunitaire à cause de la mémoire du système et de la 
multiplication clonale des cellules productrices d’anticorps. Alors que l’immunité acquise 
serait beaucoup plus efficace à éliminer un pathogène, elle prend plus de temps à intervenir à 
cause de la multiplication nécessaire des lymphocytes qui produisent les anticorps. Ce sont les 
caractéristiques de ce système qui servent de base aux protocoles d’immunisation à l’aide de 
vaccins. Les systèmes immunitaires inné et acquis possèdent chacun des caractéristiques 
uniques, et c ’est l’interaction et le bon fonctionnement des deux qui procurent une protection 
efficace (Aitken et al., 2011).
1.1.5 Traitem ent des mammites, un survol
Les fermes laitières qui appliquent un programme de prévention des mammites sont plus 
rentables et produisent un lait de meilleure qualité que celles qui ne le font pas. Malgré tout, 
une bonne approche thérapeutique doit faire partie d’un programme de contrôle des mammites 
(Erskine et al., 2003). Cette approche doit tenir compte des différentes situations qui peuvent 
se présenter. Par exemple, il est parfois suggéré de ne pas traiter aux antibiotiques les 
mammites à coliformes qui guérissent souvent spontanément. Des molécules stéroïdiennes 
(glucocorticoïdes) et non stéroïdiennes (ex. aspirine) peuvent alors être administrées pour 
réduire l’inflammation. Une mammite clinique causée par un pathogène à Gram-positif devrait 
être traitée par antibiotique, alors que les mammites sous-cliniques devraient être contrôlées 
par un traitement systématique des vaches en période de tarissement (Barlow et al., 2011).
Lorsque le producteur laitier est aux prises avec un problème de mammite, il est préférable de 
savoir à quel pathogène il a affaire. La thérapie sera efficace si l’antibiotique utilisé atteint les 
concentrations voulues au site d ’infection. Les microorganismes les moins invasifs, comme 5. 
agalactiae, peuvent être efficacement éliminés par un antibiotique administré par voie intra- 
mammaire, alors que S. aureus, par exemple, peut être moins facilement éliminé par ce type 
de thérapie à cause de sa tendance à former des abcès profondément dans la glande mammaire. 
Dans ce dernier cas, l’antibiotique devrait pénétrer les tissus de la glande pour avoir plus 
d’effet et une administration systémique de l’antibiotique est alors recommandée. Le Tableau
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4 résume quel compartiment de la vache laitière devrait être visé pour un traitement efficace 
(Erskine et al., 2003).
Tableau 4. Compartiment visé pour traiter la mammite bovine causée par différents 
pathogènes (Erskine et al., 2003).
Compartiment
Pathogène Lait et trayons Parenchyme Vache
Streptococcus agalactiae +++ - -
Streptocoques sp +++ + -
Staphylococcus aureus + +++ -
Staphylocoques sp +++ - -
Conformes + - +++
Mycoplasme, autres gram-négatifs - - +++
+++ première cible; + apporte certains bénéfices; - peu d'effet
Malgré la logique d ’utiliser la voie intra-mammaire pour traiter une mammite, cette méthode 
comporte des désavantages. Par exemple, il est difficile de garder une dose d’antibiotique 
optimale dans la glande car le composé peut facilement être éliminé durant les traites, ou 
encore sa concentration dans la glande peut diminuer suite au passage de l’antibiotique dans le 
sang. Ainsi, la voie systémique a reçu plus d’attention ces dernières années. Par cette voie, les 
sulfamides, pénicillines, aminoglycosides et céphalosporines ne se distribuent pas bien au 
niveau de la glande. Par contre, les macrolides, triméthoprime, tétracyclines et 
fluoroquinolones peuvent atteindre la glande. Malgré l’efficacité des antibiotiques, des 
inquiétudes demeurent quant à l’émergence de résistances aux antibiotiques chez les 
pathogènes. Egalement, économiquement, ce n’est pas toujours le choix le plus rentable car le 
producteur laitier doit prévoir des périodes de retrait de la production laitière pour les animaux 
traités (Erskine et al., 2003). En effet, les résidus d’antibiotiques dans le lait peuvent causer 
des allergies chez certains individus ou bien inhiber les bactéries lactiques essentielles lors de 
procédés de transformation du lait. Le temps de retrait des vaches traitées vise à garantir une 
quantité minimum des résidus dans le lait.
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L’utilisation des antibiotiques dans l’industrie agro-alimentaire étant de moins en moins 
populaire. Ainsi, de nombreuses recherches portant sur des vaccins pour prévenir la mammite 
sont menées (Erskine et al., 2003). Le grand défi pour l’immunothérapie réside davantage 
dans le contrôle des mammites sous-cliniques et persistantes causées par des pathogènes à 
Gram-positif, principalement S. aureus (Bharathan et a i,  2011). Il en sera davantage question 
dans la section 1.2.6.
1.2 Staphylococcus aureus
Le pathogène contagieux causant le plus de mammite au Canada est Staphylococcus aureus. 
S. aureus se propage d’une vache à une autre surtout durant les périodes de traite. Cette 
bactérie a été isolée de toutes les surfaces de la vache comme la tête, le corps, les pattes, le pis 
et même la cavité nasale (Roberson et al., 1998). Néanmoins, S. aureus est beaucoup plus 
fréquemment isolé des trayons (peau, lésions, canal kératinisé) (Matos et al., 1991). 11 existe 
beaucoup de souches de S. aureus qui peuvent causer la mammite bovine comme le 
démontrent les nombreuses études de génotypage des souches de mammites (Gilbert et al., 
2006;Vautor et al., 2009). Malgré tout, c ’est souvent une souche qui prédomine dans un 
troupeau à cause du caractère contagieux de S. aureus (Zadoks et al., 2000). S. aureus est 
reconnu comme pouvant induire des mammites sous-cliniques et chroniques qui sont difficiles 
à traiter à cause de nombreux facteurs incluant sa capacité à éviter le système immunitaire et 
l’action des antibiotiques.
1.2.1. S. aureus : facteurs de virulence et immunité de la glande mammaire
Les infections à S. aureus se déroulent en trois étapes : l’adhésion aux cellules de l’hôte, la 
survie, et la multiplication (Hensen et al., 2000). Le système immunitaire de l’hôte se met 
toutefois en branle dès la reconnaissance d’un agent infectieux. S. aureus possède plusieurs 
mécanismes qui lui permettent d’éviter le système immunitaire ou de provoquer chez l’hôte 
une réponse inappropriée, ce qui explique l’importante fréquence de mammites chroniques à
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S. aureus dans les troupeaux. Les principaux facteurs de virulence connus de S. aureus et leurs 
effets sur les composantes du système immunitaire sont résumés au Tableau 5.
Tableau 5. Facteurs de virulence exprimés par S. aureus pour éviter le système immunitaire 
(Foster et al., 2005).
Facteur de virulence Abbreviation Fonction
Protéine A Spa anti-phagocytaire - lie la région Fc des 
anticorps
dum ping factor A ClfA lie le fibrinogène - évite la phagocytose par 
les macrophages et neutrophiles
Polysaccharides capsulaires sérotypes 5 Cps synthèse de capsule diminue accès de la
et 8 bactérie au neutrophile
Protéine inhibitrice de chimiotactisme CHIPS inhibe le recrutement des neutrophiles au 
site d'infection (avec Map)
Staphylokinase Sak inactivation du complément - diminution de 
la phagocytose par les neutrophiles
MHC Classe II protéine analogue Map/Eap inhibe le recrutement des neutrophiles au
/protéine d'adhérence extra-cellulaire site d'infection (avec CHIPS)
Protéine d'adhésion extracellulaire du Efb inactivation du complément - diminution de
fibrinogène la phagocytose par les neutrophiles
Auréolysine Aur resistance au peptide cationique
Panton-Valentine leukocidine PVL lyse les leukocytes
Leukocidine E-D LukED lyse les leukocytes
•y-haemolysine Hlg lyse les leukocytes
Entérotoxine A Sea superantigène
Entérotoxine B Seb superantigène
Entérotoxine C Sec superantigène
Entérotoxine D Sed superantigène
Entérotoxine G Seg superantigène
Entérotoxine H Seh superantigène
Toxine-1 du syndrome du choc toxique TSST-1 superantigène
1.2.1.1 Colonisation de la glande mammaire
La première étape d’une infection à S. aureus est l’adhésion. La bactérie exprime à sa surface 
des adhésines. Ces adhésines vont lier des protéines de l’hôte et permettre à S. aureus son
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attachement (Peacock et al., 1999). Parmi ces protéines il y a celles se liant à la fibronectine 
(FnbpA et FnbpB), au fibrinogène, (ClfA, ClfB, Efb) et au collagène (Cna) (Savolainen et al., 
2001). Ces protéines ont également un effet sur le système immunitaire. Par exemple, Efb 
augmenterait la persistance de l’infection en inhibant l’activation du complément en bloquant 
l’attachement de C3 à la bactérie. Eap, pour sa part, bloquerait un récepteur sur les cellules 
endothéliales permettant l’attachement des neutrophiles à celles-ci, limitant du même coup le 
recrutement des neutrophiles au site d’infection (Chavakis et al., 2002; Lee et al., 2004). Les 
FnBP, tant qu’à elles, auraient un rôle à jouer autant dans l’attachement aux tissus que dans 
l’internalisation des bactéries dans les cellules de l’hôte (cellules épithéliales, macrophages, 
neutrophiles), ce qui constitue un autre processus d’évasion du système immunitaire. En effet, 
notre laboratoire a démontré que S. aureus muté pour FnBP a une capacité réduite de coloniser 
la glande mammaire de souris et son internalisation dans les cellules de la glande mammaire 
de souris est retardée comparativement à la souche parente (Brouillette et al., 2003). Le rôle 
joué par les adhésines dans l’attachement de la bactérie à la glande mammaire serait 
primordial pour causer une mammite à cause du flot fréquent de lait qui sort de la glande 
mammaire et qui entrainerait les bactéries autrement (Sutra et al., 1994).
Une autre protéine d’adhésion bien caractérisée est la protéine A (Spa) qui se lie à la partie Fc 
de l’immunoglobuline. C ’est en liant cette partie des anticorps qu’elle empêche l’opsonisation 
de la bactérie (Garzoni et al., 2007). Cette protéine de surface serait présente dans environ 50- 
60% des souches causant la mammite. La protéine A réagit fortement avec les anticorps IgG2, 
lesquels seraient présents en très faible concentrations dans le lait de vache saine. Ainsi, Spa 
ne serait peut-être pas essentielle à l’installation de l’infection de S. aureus dans la glande 
mammaire (Sutra et al., 1994)et sa présence/absence chez S. aureus permettrait de différencier 
les souches bovines des souches humaines (Wolf et al., 2011 ).
11 est donc bien établi que S. aureus exprime des adhésines pour permettre l’initiation de 
l’infection de la glande mammaire. Se baser sur ce principe pour le développement de vaccin 
demeure par-contre un choix discutable à cause de la haute hétérogénéité entre les souches 
bovines dans les gènes codant pour ces adhésines. En effet, il a été observé qu’un vaccin
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composé de plusieurs adhésines avait une efficacité très variable contre différentes souches 
ayant causé des mammites (Scarpa et a l, 2010).
1.2.1.2 Toxines et enzymes extracellulaires
Certaines toxines sont responsables de dégradation cellulaire comme les hémolysines. S. 
aureus peut produire quatre hémolysines dont deux seraient prédominantes chez les souches 
de mammite, les hémolysines a  et p. Leur rôle a été démontré après leur injection dans des 
lapins et souris. Alors que I’ a-hémolysine cause une nécrose hémorragique de la glande 
mammaire, la P-hémolysine cause l’inflammation de la glande mammaire accompagnée d’un 
large recrutement de cellules immunitaires dans la glande. La contribution de chacune des 
hémolysines pour la virulence de la bactérie a aussi été étudiée et il a été trouvé que l’a- 
hémolysine joue un plus grand rôle dans la mammite clinique sévère (Sutra et al., 1994). 
Celle-ci a d’ailleurs été associée aux souches causant des mammites cliniques, et serait moins 
exprimée dans les souches causant des mammites à symptômes plus modérés qui expriment 
davantage d ’adhésines (Le Maréchal et a l,  2011).
Causant la lyse des leucocytes, les leukotoxines exprimées par S. aureus jouent également un 
rôle dans la virulence de la bactérie. Ces toxines sont constituées de deux protéines différentes, 
une protéine de « classe S » (31-32 kDa) et une protéine de « classe F » (34-35 kDa) (Prévost 
et a l, 2001). Les leukotoxines à deux composantes impliquent la Y-hémolysine, LukE-LukD, 
la leucocidine de Panton Valentine ainsi que LukM-PV + LukF’-PV qui sont le plus souvent 
retrouvées dans des souches d’origine bovine de S. aureus (Vincenot et a l, 2008). 11 a aussi 
été montré que les vaches atteintes de mammites chroniques avaient dans leur lait et dans leur 
sérum des anticorps anti-leukotoxines (Sutra et a l,  1994)et que ces toxines sont davantage 
exprimées par des souches causant des mammites sévères (Le Maréchal et a l, 2011 ).
Staphylococcus aureus produit également une variété d’enzymes extracellulaires comme des 
hyaluronidases, phosphatases, nucléases, lipases, catalases, staphylokinases et protéases qui lui 
permettraient entre autre de « digérer » des protéines du lait, dans le cas d’une mammite, et de
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s’en servir pour leur métabolisme lui permettant ainsi de s’adapter au milieu (Sutra et al., 
1994). Ces enzymes peuvent aussi permettre à S. aureus de provoquer des infections 
persistantes, en produisant par exemple l’auréolysine (résistance au peptide cationique), et la 
staphylokinase (inactivation du complément) (Oviedo-Boyso et a i, 2007). Certaines sérines 
protéases (SspA et SspB) auraient quant à elles un rôle plus destructeur car elles ont été 
associées à des mammites gangréneuses et seraient responsables de la destruction de tissus et 
d’une forte réponse inflammatoire au site d ’infection (Le Maréchal et al., 2011; Oscarsson et 
al., 2006). Une autre sérine protéase, l’exfoliatine, a principalement comme cible la 
desmogléine-l, une protéine importante des desmosomes du stratum granulosum de 
l’épidenne (Vincenot et al., 2008). L’exfoliatine D a d’ailleurs été identifiée comme une 
protéine étant exprimée exclusivement par des souches de mammites à symptômes modérés 
mais son rôle reste à clarifier (Le Maréchal et al., 2011 ).
1.2.1.3 Super-antigènes
Les super-antigènes sont des molécules qui stimulent le système immunitaire. Elles ont la 
capacité de former un complexe avec le CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de 
classe II et les récepteurs des cellules T et ainsi d’induire une forte prolifération des cellules-T. 
Cela a comme conséquence une production désordonnée de cytokines qui vont endommager 
les cellules épithéliales. S. aureus produit plusieurs de ces antigènes : les entérotoxines A à Q, 
la toxine du syndrome du choc toxique TSST-1 et les plus récemment découvertes 
« enterotoxin-like toxins » (SET) I à 5 (Baker et al., 2004). La présence de ces gènes sur des 
éléments génétiques mobiles rendrait probablement possible la dispersion de ceux-ci à travers 
des espèces bactériennes semblables (Novick et al., 2003).
Il existe une grande diversité à travers les souches quant aux compositions en super-antigènes 
produits par chacune d’elles. Cette caractéristique pourrait permettre de prédire, en accord 
avec la présence/absence d’autres gènes, la finalité d’une infection de S. aureus. Par exemple, 
les gènes codant pour les entérotoxines Sed et Sej seraient plus particulièrement associés aux 
mammites persistantes (Haveri et al., 2007) tandis que l’entérotoxine C et TSST-1 seraient
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plus communément exprimées par les souches causant une mammite clinique (Ebling et a i, 
2001; Matsunaga et a l,  1993). La production de Sec a d ’ailleurs été corrélée positivement 
avec le degré de sévérité de cas de mammites bovines à S. aureus (Kuroishi et al., 2003). 
Néanmoins, toutes les souches possèdent au moins un super-antigène. La présence de super­
antigènes pourrait contribuer à causer une mammite bovine et à la dissémination de la bactérie 
dans le troupeau. Ceci est présumé étant donné que ces toxines sont produites en fin de phase 
exponentielle de croissance, donc lorsque la densité bactérienne est élevée et que la 
distribution des super-antigènes est souvent la même chez les isolats de S. aureus ayant le 
même profil PFGE dans un troupeau (Haveri et al., 2007).
1.2.2 Persistance de S. aureus dans la glande mammaire
1.2.2.1 Capsule
Plusieurs souches de S. aureus peuvent synthétiser une capsule, une mince couche de 
polysaccharides de sérotypes 5 ou 8. L’expression de cette capsule est associée avec une 
augmentation de la virulence de la bactérie dans plusieurs modèles animaux. Des expériences 
in vitro montrent que la présence de cette capsule diminuerait l’accès des neutrophiles à la 
bactérie ce qui leur permettrait de persister dans le tissu infecté (Foster et al., 2005).
La capsule ne serait pas très prévalente chez les souches de S. aureus isolées des ruminants 
ayant une mammite. Seulement 40% de 600 souches isolées de mammites aux États-Unis 
produisaient une capsule de type 5 ou 8 (Guidry et a l, 1997). Ceci a permis de lancer 
l’hypothèse que l’absence de la capsule chez ces souches permet la survie intracellulaire de la 
bactérie et a pour conséquence la persistance de l’infection. C’est dans un modèle murin 
d’infection de glande mammaire qu’il a été démontré dans notre laboratoire qu’en effet, 
l’absence de capsule chez S. aureus était corrélée avec une plus grande persistance de la 
bactérie dans la glande mammaire (Brouillette et a l,  2005; Tuchscherr et a l,  2005).
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1.2.2.2 Internalisation dans les cellules hôtes
Staphylococcus aureus est une des plus grandes causes d’infections nosocomiales. Les 
infections chez les humains peuvent représenter un défi à traiter à cause des nombreuses 
souches de 5. aureus résistantes aux antibiotiques qui sont apparues depuis plusieurs 
décennies. Une grande quantité de souches isolées de patients infectés comptent maintenant 
des résistances aux aminoglycosides, macrolides, tétracyclines et plus récemment à la 
méthicilline et la vancomycine (Hawkey et al., 2008). Ces résistances sont fort probablement 
apparues avec l’utilisation des antibiotiques eux-mêmes. Qu’en est-il de la résistance aux 
antibiotiques des souches de mammite bovine ?
Plusieurs études ont été faites sur la susceptibilité aux antibiotiques et la présence de gènes de 
résistance aux antibiotiques de souches isolées de cas de mammites. 11 semble que les souches 
qui possèdent des gènes de résistance comme ermA, ermC, linA, mecA, s at et aphA3 sont très 
rares (Monecke et al., 2007). Aux Etats-Unis, une étude portant sur la susceptibilité aux 
antibiotiques montre que globalement, la plupart des microorganismes causant la mammite ne 
sont pas devenus plus résistants aux composés utilisés pour traiter la mammite. Il y aurait 
même une augmentation de la susceptibilité aux antibiotiques par S. aureus à travers les 
années (Erskine et al., 2002).
Ainsi, la difficulté à traiter les mammites à S. aureus réside probablement dans le fait que la 
bactérie, en étant internalisée par les cellules de l’hôte, puisse éviter l’action de l’antibiotique 
en plus de s’évader du système immunitaire. Un parallèle entre deux études issues de notre 
groupe de recherche portant sur un isolât de mammite (Newbould) et son mutant hemB 
(phénotype petite colonie) permet de valider cette hypothèse (Figure 3). En effet, dans la 
première étude on montre que le mutant hemB aurait une plus grande capacité d’internalisation 
dans les cellules MAC-T in vitro que Newbould (Figure 3A) (Moisan et al., 2006). Ce même 
mutant hemB semble moins affecté que Newbould par l’utilisation d’une dose croissante 
d’antibiotique dans un modèle murin de mammite, suggérant que la plus grande capacité
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d’intemalisation du mutant le protégerait contre l’action de l’antibiotique (Figure 3B) 
(Brouillette et al., 2004).
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Figure 3. Expériences d’internalisation. (A) Capacité d’intemalisation de différentes souches 
de S. aureus dans des cellules MAC-T (Moisan et al., 2006). (B) Traitement de la glande 
mammaire de souris avec des doses croissantes de céphapirine (Brouillette et al., 2004).
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1.2.2.3 Biofilm
Un biofilm est une communauté multicellulaire plus ou moins complexe et symbiotique de 
micro-organismes (bactéries, champignons, algues ou protozoaires), adhérant entre eux et à 
une surface, et marquée par la sécrétion d'une matrice adhésive et protectrice (Costerton et al., 
1999). Le biofilm peut constituer une protection pour les bactéries, particulièrement dans un 
environnement hostile comme la glande mammaire où il y a une constante circulation du lait. 
II peut aussi procurer une résistance à la bactérie contre le système immunitaire en limitant 
l’accès des bactéries à  ce dernier et à l’action des antibiotiques entre autre pour les mêmes 
raisons. La première étape de formation du biofilm est l’attachement des cellules à  une 
surface, vient ensuite la multiplication des cellules qui forment maintenant plusieurs couches 
liées par des polysaccharides extracellulaires. Finalement, la maturation du biofilm se 
caractérise par un glycolax synthétisé par les bactéries qui forme une couche de « slime » 
protectrice (Melchior et al., 2006). La production de biofilm serait liée à  l’expression des 
gènes ica régulés par sigB (alternative sigma factor B) (Gotz et al., 2002). Les principales 
étapes de formation du biofilm sont schématisées à la Figure 4. La présence du locus ica a été 
investiguée dans des souches de mammites et celui-ci était présent dans tous les cas, bien que 
ce ne soient pas toutes les souches qui produisaient le biofilm dans une expérience in vitro 
(Vasudevan et al., 2003). La non-production ex vivo de certaines souches peut toutefois être 
associée à  des conditions de cultures ne reflétant pas parfaitement l’environnement de la 
glande mammaire. En microscopie, le biofilm a été mis en évidence par l’observation de 
l’adhérence des bactéries sous forme d’amas dans les tissus de glande mammaire en proie à  
des mammites sévères et sous-cliniques (Hensen et al., 2000). Il a aussi été montré que dans 
un modèle d ’infection de cellules primaires épithéliales de glande mammaires à S. aureus, 
certains antibiotiques avaient plus d’effet sur les bactéries non-adhérées que les bactéries 
adhérées (Hensen et al., 2000). Autant d’indications que le biofilm joue forcément un rôle 
dans la persistance de S. aureus lors d’infections de la glande mammaire bovine.
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1- Attachement des cellules à une surface
2- Production de la matrice d'exopolysaccharides extracellulaire
3- Développement précoce du biofilm
4- Maturation du biofilm
5- Dispersion des cellules du biofilm
Figure 4. Étapes de maturation d’un biofilm (Lasa et al., 2006).
La régulation de ces facteurs de virulence peut se faire par plusieurs systèmes, mais la majorité 
d’entre eux sont régulés par le système agr. Ce système est de type « quorum sensing », c'est- 
à-dire que sa molécule effectrice (RNA 111) est transcrite lorsque la densité bactérienne atteint 
un certain niveau. En résumé, le système agr va favoriser la production des facteurs de 
virulence sécrétées au dépend des adhésines et autres facteurs de virulence associés à la 
surface cellulaire. Lors de la phase exponentielle de croissance, ce système active l’expression 
des protéines de surface impliquées dans la colonisation de l’hôte (protéine A, coagulase, 
protéines liant le fibrinogène et autres adhésines). Ensuite, en phase post-exponentielle, 
l’expression des protéines de surfaces est diminuée pour activer l’expression des protéines 
extracellulaires (hémolysines, nucléases, lipases, entérotoxines, enzymes hydrolytiques, etc.) 
(Novick et al., 2003). Une schématisation du système agr en fonction du stade de croissance 
de S. aureus est présentée en Figure 5. Alors qu’il a été maintes fois démontré que ce système 
régule des facteurs de virulence in vitro, son rôle in vivo demeure moins bien défini et son 
expression chez des souches de S. aureus causant des mammites sévères et des mammites plus
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modérées demeure très semblable, suggérant que ce système ne joue peut-être pas un premier 
rôle lors des infections intra-mammaires (Le Maréchal et al., 2011 ; Pragman et al., 2004).
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Figure 5. Activation du système agr et production des différents facteurs de virulence en 
fonction de la croissance bactérienne (Novick et al., 2000).
1.2.3 Régulation des gènes exprimés par S. aureus
Un autre régulateur de virulence est SarA, une protéine se liant à f  ADN, qui a initialement été 
décrit comme un activateur de l’opéron agr. 11 a ensuite été découvert qu’il pouvait se lier à 
des régions conservées nommées « boîte Sar » et réguler directement l’expression de plusieurs 
gènes qui codent entre autre pour la protéine A, les fibronectin-binding proteins, des 
adhésines à collagène et des exoprotéines indépendantes d ’agr (a-toxine, 8-hémolysine, y-
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hémolysine) (Bronner et al., 2004). Un lien entre SarA, agr et l’intemalisation de S. aureus 
dans des cellules d ’origine bovine, donc un lien avec la persistance de la bactérie, a déjà été 
proposé (Wesson et al., 1998).
11 existe plusieurs autres régulateurs de virulence comme Sae (S. aureus exoprotein 
expression), SrrAB (Staphylococcal respiratory response), ArlSR (Autolysis-related locus) and 
Rot (repressor of toxin). I l y a  aussi le facteur sigma B. Au moins trente gènes seraient sous sa 
régulation, la plupart reliés à la réponse au stress (Bronner et al., 2004). SigB aurait aussi un 
rôle dans le développement de SCV (phénotype petite colonie) et la production de biofilm de 
S. aureus après exposition à des antibiotiques in vitro et in vivo dans un modèle murin 
d ’infection intra-mammaire, comme il a été relevé dans notre laboratoire (Mitchell et al.,
2010). Un mutant à petite colonie (SCV) a déjà été isolé d’une glande mammaire bovine et 
possédait des caractéristiques déjà connues comme une activité accrue du facteur sigma B. Il a 
aussi été montré que ce SCV persistait plus longtemps lorsque internalisé dans des cellules 
(Atalla et al., 2011). Tous ces résultats mis ensemble permettent d’émettre l’hypothèse que le 
facteur sigma B joue un rôle dans la pathogénèse de S. aureus lors de la mammite, plus 
particulièrement au niveau de la persistance de la bactérie. Ceci peut être supporté par le fait 
qu’il a été montré qu’il y avait une grande différence dans l’expression de SigB entre deux 
souches causant des mammites sévères et plus modérées lorsque la bactérie croît dans des 
conditions imitant celles d’une glande mammaire (Le Maréchal et al., 2011).
1.2.4 Riborégulateurs chez S. aureus
Les riborégulateurs bactériens régulent l’expression de gènes bactériens. Il s’agit de segments 
5’-traduits de certains ARN messagers (ARNm) qui, à la reconnaissance de ligands 
spécifiques, modifient l’expression d’une ou de plusieurs protéines. La liaison entre le ligand 
et le riborégulateur résulte en des changements de conformation qui affectent la capacité de 
l’ARNm à être correctement transcrit ou traduit. Ainsi, le riborégulateur peut être vu comme 
un senseur qui permet la régulation de l’expression de gènes au niveau des ARNm (Coppins et 
al., 2007).
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Plusieurs dizaines de riborégulateurs ont été identifiés. Les plus répandus dans les génomes 
microbiens comptent comme ligands l’adénosylcobalamine, la thiamine pyrophosphate, la 
flavine, l’adénosylmethionine, la lysine, l’adénine/guanine, la glycine et le messager 
secondaire c-di-GMP (Breaker et al., 2011). Etant donné la grande diversité de ligands, les 
possibilités de développement de molécules agissant comme effecteur ou inhibiteur de ces 
régulateurs sont prometteuses. Le développement de ces molécules comme antibiotiques 
attirent d’autant plus l’attention que les riborégulateurs bactériens, à l’exception du régulateur 
senseur de thiamine pyrophosphate, sont absents des génomes eucaryotes (Deigan et al., 
2011 ).
Chez S. aureus, plusieurs riborégulateurs ont été identifiés, dont les régulateurs senseurs de 
flavine et de glucosamine-6-phosphate, bien répandus chez les bactéries à Gram-positif 
(Deigan et al., 2011). Le riborégulateur à guanine est un autre exemple de riborégulateur bien 
caractérisé dans la littérature et présent chez S. aureus (Barrick et al., 2007; Batey et al., 2004; 
Mulhbacher et al., 2007). Celui-ci a comme ligand spécifique une purine, la guanine. En 
présence de guanine, le riborégulateur guanine stoppe prématurément la transcription des 
gènes xpt, pbuX, guaB et guaA, impliqués dans la biosynthèse et le transport des purines 
(Figure 6).
1.2.5 Systèmes de transport du fer de S. aureus
Dans les milieux pauvres en fer, comme durant une infection, les systèmes utilisés par les 
microorganismes pour assurer un apport en fer peuvent se diviser en deux classes, soit le 
transport direct et indirect. Le transport indirect fait intervenir des molécules appelées 
sidérophores. Les sidérophores sont des molécules de faible poids moléculaire (< 1000 Da) qui 
ont comme propriété d’avoir une très grande affinité pour le fer sous sa forme oxydée (Fe3+) 
(Andrews et al., 2003). L’acquisition directe du fer est celle qui permet l’approvisionnement 
en fer directement des protéines de l’hôte qui en contiennent.
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Figure 6. Fonctionnement du riborégulateur à guanine. En absence de guanine, il y a 
transcription. En présence de guanine (G), il y a arrêt de transcription des gènes en aval.
1.2.5.1 Systèmes de transport du fer indirect chez S. aureus
S. aureus est capable de synthétiser des sidérophores et quatre d’entre eux ont à ce jour été 
identifiés : la staphyloferrine A (catéchol) (Konetschny-Rapp et a i, 1990), la staphyloferrine 
B (catéchol) (Dreschel et al., 1993), l’auréochéline toujours non caractérisée chimiquement 
(Courcol et al., 1997)et la staphylobactine (Dale et al., 2004). L’opéron codant pour la 
staphylobactine (sbn) est le mieux caractérisé. Il a été maintes fois démontré que les 
sidérophores étaient sécrétés en situation de carence en fer (Lim et al., 1998).
Plusieurs expériences ont également été faites pour déterminer si S. aureus était capable 
d’utiliser des sidérophores exogènes. 11 a été démontré que S. aureus avait en effet la capacité 
d’utiliser des sidérophores exogènes comme ceux de bacilles (Szarapinska-Kwaszewska et al., 
1996)et de mycobactéries (Szarapinska-Kwaszewska et al., 1999). Également, 
quoiqu’incapable de produire lui-même des sidérophores de type hydroxamate, il semble qu’il 
puisse utiliser le ferrichrome, l’aérobactine et la desferrioxamine (Diarra et al., 2002; Sebulsky 
et al. 2000).
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Trois complexes protéiques membranaires de reconnaissance de sidérophores-Fe3' ont été plus 
ou moins caractérisés chez S. aureus : Sir, Fhu et Sst. Le locus sir (staphylococcal iron 
regulated) a été cloné (Heinrichs et al., 1999). Des homologies au locus cbr d’Erwinia 
chrysanthemi (acquisition de sidérophores chez cette bactérie) ont servi de point de départ à 
l’identification du locus sir comme ayant un lien aux systèmes de transport du fer. Un peu plus 
tard, un autre locus a été identifié, fliuCBG (ferrie hydroxamate uptake) chez S. aureus qui 
partage des homologies de séquences significatives avec fliuCBG de B. subtilis (Sebulsky, et 
al. 2000). Un homologue à JhuD (retrouvé chez B. subtilis et E. coli) ne se retrouvait pourtant 
pas dans cet opéron, fhuD servant de récepteur aux complexes hydroxamates-Fe3+ chez les 
autres bactéries. Un peu plus tard, la même équipe a identifié dans le génome de 5. aureus 
deux cadres de lecture qu’elle a nommés fhuDl et JhuD2 pour leurs homologies de séquences 
à fhuD de B. subtilis (Sebulsky et al., 2001). Les auteurs ont proposé que FhuDl (qui n’est pas 
présent chez toutes les souches) et FhuD2 sont impliqués dans la reconnaissance des 
complexes hydroxamates-Fe3+ (récepteurs à spécificités différentes). Un autre locus, sstABCD, 
a été identifié dans le génome de S. aureus et est soupçonné de participer au transport des 
complexes sidérophores-Fe3+ (Morrissey et al., 2000). Dans notre laboratoire, nous avons 
également déterminé que les gènes sir,flxu et sst sont davantage transcrits dans des milieux 
pauvres en fer {in vitro et in vivo dans la souris) comparativement à un milieu riche en fer 
(Allard et al., 2006).
1.2.5.2 Transport du fer direct chez 5. aureus
S. aureus possède des systèmes pour acquérir le fer des protéines de l’hôte comme la 
lactoferrine. L’incorporation de lactoferrine humaine marquée à l’I125 laisse supposer qu’il 
existe bien des récepteurs à la lactoferrine à la surface de la bactérie (Trivier et al., 1996). 
Néanmoins, des résultats d’expériences de promotion de croissance avec la lactoferrine bovine 
comme seule source de fer suggèrent que la bactérie, tout en étant capable d’incorporer la 
lactoferrine, ne s’en sert pas comme source de fer (Diarra et al., 2002).
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Le système de transport du fer à partir des protéines de l’hôte le plus important pour S. aureus 
devrait être celui de l’hème, la plus importante source de fer en termes de quantité in vivo. Le 
premier système de transport de Thème caractérisé est le système isd pour « iron-responsive 
surface determinant » (Mazmanian et al., 2002). C’est en cherchant un homologue à la sortase 
A (SrtA), un enzyme qui ancre des protéines à motif LPXTG à la surface cellulaire, que les 
chercheurs ont découvert la sortase B (SrtB). Contrairement à la sortase A, la sortase B fait 
partie d’un opéron codant pour des protéines liant Thème dont certaines ont un motif NPQTN. 
11 a alors été proposé que la sortase B était responsable de l’ancrage de protéines Isd à la paroi 
cellulaire, protéines ayant la caractéristique d’avoir un motif NPQTN et que la sortase B était 
essentielle à la persistance de S. aureus in vivo suite à des expériences chez la souris.
Etant donné la grande quantité d ’hème disponible aux pathogènes comme source de fer lors 
d’une infection, il n’est pas étonnant que les systèmes de transport de Thème aient fait l’objet 
de nombreuses études qui avaient toutes comme but de trouver chez S. aureus les meilleures 
cibles thérapeutiques possibles. Ainsi, le gène harA, régulé par Fur, a été décrit comme codant 
pour une protéine membranaire pouvant lier les complexes haptoglobine-hémoglobine ce qui 
en ferait un bon candidat pour l’immunothérapie (Dryla et al., 2003). Aussi, un autre opéron 
codant pour un système de transport de Thème a été découvert, Topéron hts, composé des 
gènes htsA, htsB et htsC (Skaar et a i, 2004). Une étude parue dans la revue Science relatant la 
découverte de cet opéron a également mis en évidence que la virulence des bactéries mutantes 
pour ce système semble atténuée lors d’une infection. Cela suggère l’importance de ce 
système de transport du fer pour la persistance de la bactérie. De plus, grâce à une expérience 
où différentes sources de fer marquées (dont Thème) ont été suivies lors de la croissance de S. 
aureus, il a été démontré que la bactérie préfère effectivement Thème comme source de fer.
Les gènes isd et hts sont également davantage transcrits dans des milieux pauvres en fer (in 
vitro et in vivo dans la souris) comparativement à un milieu riche en fer. Dans notre étude, il a 
également été démontré que les gènes du système Isd sont ceux qui, comparativement aux 
autres systèmes, seraient le plus exprimés in vivo, corroborant l’hypothèse que l’acquisition du
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fer à partir de Thème par S. aureus constitue un système important lors d’une infection (Allard 
et al.. 2006).
1.2.5.3 Régulation et homéostasie
La régulation génique des systèmes de transport du fer de S. aureus se fait principalement avec 
Fur (ferric-uptake regulator). Le régulateur Fur reconnaît une séquence que Ton appelle boîte 
Fur. Cette boîte se retrouve en amont (entre les sites -35 et -10) de la plupart des gènes qui 
codent pour les systèmes de transport du fer (et de fur lui-même). La séquence consensus 
palindromique que cette protéine reconnaît est GATAATGAT(A/T)ATCATTATC (Andrews 
et al., 2003). C’est d’ailleurs en cherchant cette séquence dans le génome de S. aureus que 
nous avons trouvé quatre gènes (SACOL0161, 2170, 2369 et 2431), toujours non associés aux 
systèmes de transport du fer et suspectés d’avoir un rôle à jouer étant donné leur surexpression 
dans des milieux pauvres en fer in vivo dans la souris et in vitro en absence de fer (Allard, et 
al. 2006). Fur, en présence de fer, réprimera nombre de gènes reliés aux systèmes de transport 
de fer. Ces systèmes sont résumés dans la Figure 7.
1.2.5.4 Transport du fer lors de la mammite
Alors que Thème serait la source préférée de fer de S. aureus lors d’infections chez l’humain, 
il n’a pas été clairement défini quels systèmes de transport du fer intervenaient lors d’une 
mammite bovine. Le génome complet d’une souche de S. aureus isolée de mammite (RF122) 
a été séquencé et il a été découvert que plusieurs systèmes impliqués dans le métabolisme du 
fer y étaient absents, comme le récepteur pour les sidérophores de type hydroxamate. On a 
aussi trouvé un codon stop dans la séquence du gène sstC et un multiple polymorphisme dans 
la séquence du gène isdB. En résumé, la souche bovine serait différente des souches humaines 
analysées (Herron-Olson et al., 2007).
En comparant l’expression des gènes de transport du fer d’une souche causant des mammites 
sévères à une autre qui cause des infections à symptômes moins sévères, plusieurs différences
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ont été relevées. Notamment, plusieurs gènes étaient tronqués chez la souche moins virulente 
(istlH, hrtB et feoA) alors que chez la souche plus virulente, plusieurs systèmes étaient 
surexprimés (opéron sir, des composantes de l’opéron isd, sstA, sbnC) (Le Maréchal et al.,
2011). Il est fort à parier que les systèmes de transport du fer contribuent significativement à la 
virulence de S. aureus, comme il a été démontré pour le gène isdH dans un modèle d’infection 
chez la souris (Visai et al., 2009).
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Figure 7. Systèmes de transport du fer de Staphylococcus aureus
1.2.6 Traitement des mammites à S. aureus
1.2.6.1 Antibiotiques et résistance
Pour toutes les raisons mentionnées plus haut, les mammites à S. aureus peuvent être difficiles 
à traiter. Typiquement, le succès du traitement de la mammite est relié à plusieurs facteurs : le
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choix de l’antibiotique, la susceptibilité du microorganisme à l’antibiotique choisi (déterminé 
par concentration minimale inhibitrice), la durée du traitement, l’optimisation du dosage et le 
statut du système immunitaire de l’animal (Erskine et al., 1993). Il est parfois difficile de 
prendre en considération tous ces facteurs lors du traitement d’un animal, ce qui résulte très 
souvent en un échec. Ainsi, plusieurs études démontrent qu’on peut augmenter l’efficacité du 
traitement en le faisant sur une période plus longue ou en combinant des antibiotiques intra 
mammaires et systémiques (Sears et al., 2003). La recherche est très active pour trouver de 
nouvelles façons de traiter les mammites à  S. aureus.
Une étude a été menée sur les choix de traitements pour les vaches en lactation aux prises avec 
une mammite à S. aureus. Celle-ci dévoile que contrairement à l’étude citée plus haut, aucune 
évidence pointe vers le succès d’emprunter la voie systémique et le traitement local 
simultanément. Également, on y apprend que le taux de succès du traitement des mammites à 
S. aureus dépasse rarement 50%, et que les antibiotiques les plus efficaces semblent être la 
pirlimycine, l’érythromycine et la pénicilline (Roy et al., 2012).
Suite à l’introduction de la pénicilline dans les années 40, des souches de S. aureus produisant 
des pénicillinases ont été détectées. C’est ainsi que de nouveaux antibiotiques de type (î- 
lactamines ont été introduits, comme la méthicilline, l’oxacilline et les céphalosporines. Peu 
de temps après, la première souche résistante à  la méthicilline (MRSA) est apparue due à  
l’expression du gène mecA. Ce gène encode une transpeptidase de faible affinité pour les 0- 
lactames capable d’assumer la synthèse du peptidoglycane en présence de ces antibiotiques. 
Les souches MRSA sont connues pour causer des infections nosocomiales et plus récemment 
des infections acquises dans la communauté (CA-MRSA). C’est au début des années 2000 
qu’une souche de S. aureus (ST398-MRSA) a été bien caractérisée et décrite comme 
problématique chez les animaux, d’abord les porcs, puis les bovins. Avant les années 2000, 
quelques cas seulement de résistance à  la méthicilline chez des souches isolées de bovins 
avaient été répertoriés, et ces souches avaient souvent comme origine l’humain. Depuis la 
découverte de la souche ST-398, un autre groupe de souches MRSA a été découvert chez 
l’humain et la vache laitière, ces nouvelles souches ayant comme caractéristique un gène mecA
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divergeant, c ’est-à-dire qui possède 70% d’identité avec mecA. Alors que la résistance aux 
antibiotiques de S. aureus retenait très peu l’attention il y a une décennie, l’émergence des 
souches MRSA dans les troupeaux laitiers pourrait être le résultat du contact entre les vaches 
laitières et d’autres espèces, ou peut-être même de l’échange de matériel génétique entre les 
souches (Holmes et al., 2011 ).
1.2.6.2 Vaccins
Plusieurs vaccins pour contrer les mammites à S. aureus ont été testés ces dernières années. 
Ceux-ci peuvent être composés de bactéries inactivées ou atténuées, de souches non- 
virulentes de S. aureus, de protéines recombinantes, de protéines recombinantes jumelées à de 
l’ADN, de lipopolysaccharides de E. coli et ces vaccins sont souvent testés en combinaison 
avec des adjuvants qui renforcent la réponse immunologique. La littérature présente peu 
d’études ayant mené à des protections de l’ordre de plus de 50%, ce qui est considéré dans le 
cas de la mammite bovine, un excellent score. Ce faible niveau de protection peut être 
expliqué par plusieurs facteurs dans le cas des vaccins composés de protéines recombinantes 
comme il est expliqué dans le paragraphe plus bas. Autrement, cela peut aussi venir du fait que 
traditionnellement, les vaccins sont d’abord testés chez d’autres espèces que le bovin, comme 
la souris, alors qu’il a été démontré que les résultats sont souvent discordants entre les deux 
espèces. Également, pour des raisons de logistique, les études sont souvent menées sur un petit 
groupe d’animaux, ce qui influence les résultats. D’autres facteurs comme le choix de 
l’adjuvant et les guérisons spontanées rendent complexe l’évaluation d’un vaccin (Pereira et 
al., 2011).
Plusieurs souches de S. aureus peuvent être responsables de la mammite bovine et elles ne 
présentent pas toutes nécessairement le même profil. Ainsi, une protéine de 5. aureus 
représentant un bon candidat pour la fabrication d’un vaccin contre la mammite devrait être 
exprimée chez la majorité des souches en situation d’infection. S. aureus présente une grande 
quantité de protéines associées à la virulence qui peuvent présenter des options intéressantes 
pour la production d’un vaccin. Le pouvoir antigénique de plusieurs de ces protéines a été
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prouvé mais les chercheurs se butent régulièrement aux même problèmes: a) la batterie de 
facteurs de virulence que possède la bactérie et la redondance qui existe parmi ceux-ci 
réussissent souvent à pallier la perte d’un facteur en particulier, b) la protéine ciblée n’est pas 
exprimée à toutes les phases de croissance de la bactérie, c) la protéine n’est pas présente chez 
toutes les souches cliniques et d) l’antigène provoque une réponse immunitaire mais ne permet 
pas une protection complète contre l’infection (Pankey et al., 1985). Parmi les autres protéines 
testées ayant offert divers degrés de protection, il y a eu la fibronectine-binding protein (fnBP) 
et le dumping factor A (ClfA) (Shkreta et al., 2004), la protéine A (Carter et al., 2003), 
l'entérotoxine C (Chang et al., 2008)et IsdH impliqué dans le transport du fer (Ster et al., 
2010).
1.3 Étude de l’expression des gènes de S. aureus
1.3.1 Analyse transcriptomique par puces à ADN
En opposition avec le génome (ensemble des gènes d’un organisme) et le protéome (ensemble 
des protéines d’un organisme), le transcriptome est l’ensemble des gènes transcrits (ARN 
messagers) présents chez un organisme dans une situation donnée. Alors que le génome d’un 
organisme est plutôt statique, le transcriptome est très dynamique étant donné qu’il constitue 
la réponse d’un organisme vis-à-vis son environnement, réponse qui doit constamment 
changer pour qu’un organisme puisse s’adapter à son environnement changeant et pouvoir 
ainsi y survivre et y proliférer. Les études transcriptomiques ont donc le pouvoir de nous
donner beaucoup d’informations sur les réactions et comportements d’un microorganisme qui
se retrouve dans une situation particulière.
La technologie des puces à ADN, permettant l’étude du transcriptome, est assez récente car 
elle a vu le jour en 1995 (Schena et al., 1995). Les puces consistent en un support, 
généralement une lame de verre de la dimension d’une lame de microscope, où sont 
imprimées des grilles de points, chaque point représentant un gène de l’organisme à l’étude. 
L’impression de ces « points » (gènes) sur une puce se fait à l’aide d’un système robotisé qui
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permet l’atteinte d’une haute densité de points sur chacune des puces. L’étude d ’une multitude 
de gènes à la fois, voire des milliers, est donc rendue possible grâce à cette technologie et c’est 
ce qui en constitue le principal avantage.
Les points que l’on retrouve sur les puces à ADN peuvent être constitués de séquences 
partielles ou complètes des gènes en opposition avec les puces constituées d’une série 
d’oligonucléotides (en moyenne de 25 nucléotides) qui couvrent la séquence du gène 
(technologie Affymetrix ®, Santa Clara, CA). La première étape pour la fabrication d’une 
puce consiste à sélectionner des gènes à imprimer sur la puce. Les puces eucaryotes sont 
généralement obtenues à partir d’ADN complémentaire alors que les puces procaryotes sont 
générées suite à l’amplification par PCR des gènes désirés directement du génome du 
microorganisme. Les puces à ADN complètes (donc qui couvrent tout le génome) d’une 
multitude de microorganismes sont maintenant disponibles sur le marché. Ces produits PCR 
sont finalement imprimés sur la puce à l’aide d’un système robotisé. Les dernières étapes, 
comme un traitement de la puce à la chaleur, visent à s’assurer que la plus grande quantité 
possible des gènes imprimés sur la puce seront simples brins (Duggan et al., 1999).
Une fois la puce imprimée, l’expérience en tant que telle peut commencer. La méthode repose 
sur le principe que l’hybridation entre deux fragments d’ADN a le plus de chances de se 
produire quand ceux-ci sont complémentaires, apportant ainsi une très bonne sensibilité et une 
spécificité à la technique (Southern et al., 1999). Ainsi, l’expérience de puces consiste à 
hybrider des ADNs complémentaires sur la puce à ADN. Les ADN complémentaires sont 
obtenus à partir de « pools » d’ARN qui eux sont obtenus de deux expériences différentes, 
typiquement appelées « expérience contrôle » et « expérience test ». Avant d’être hybridés à la 
puce, les ADN complémentaires issus des différentes expériences sont « marqués » 
différentiellement (exemple à l’aide des fluorophores Cy3 et Cy5). Ensuite, les deux 
expériences sont co-hybridées sur la puce et le signal des deux différents marquages pour 
chacun des points (normalisé à l’aide de contrôles) de la puce est détecté ce qui permet ensuite 
d’évaluer l’abondance relative des transcrits initialement retrouvés dans les deux expériences 
comparées (Figure 8). Une expérience de puce à ADN permet donc de comparer les profils
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d’expression d’une cellule à une autre, la différence entre les deux étant normalement le sujet 
d’étude. L’utilisation des puces à ADN pour ce genre d’étude a évidemment ses limites, 
atteintes principalement lorsque les quantités d’ADN à imprimer sur la puce ou à hybrider sur 
la puce sont insuffisantes pour atteindre un seuil de détection acceptable (Duggan et al., 1999). 
Également, bien que possédant une bonne sensibilité, les puces à ADN restent moins sensibles 
que le buvardage Northern et le PCR en temps réel (Taniguchi et al., 2001). Une nouvelle 
méthode (RNA-seq) en plein développement permet dorénavant de séquencer les 
transcriptomes et quantifier les transcrits. Cette méthode, plus sensible que les autres, a entre 
autre comme avantage qu’elle ne repose pas seulement sur la détection de cDNA aux 
séquences connues et elle ne comporte pas l’élément « bruit de fond » comme les puces à 
ADN (Wang et al., 2009).
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Figure 8. Comparaison de profils transcriptionnels sur puce à ADN.
Outre les résultats présentés dans ce document, les études des profils transcriptionnels à l’aide 
de puces à ADN ont permis, dans le passé, d’investiguer sur les différences d’expression 
génique entre : les racines et les feuilles de Arabidopsis thaliana (Schena et al., 1995); des 
lignées cellulaires tumorales et normales (DeRisi et al., 1997)et le métabolisme aérobie et 
anaérobie chez Saccharomyces cerevisiae (Wodicka et al., 1997). On constate donc que cette 
technologie peut s’appliquer chez les procaryotes, les animaux et les plantes. Plus récemment, 
la technologie a permis d’établir le transcriptome de cellules de vaches laitières après infection 
à S. aureus (Lutzow et al., 2008; Tao et al., 2007). Le transcriptome de S. aureus durant la
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mammite bovine n’a toutefois pas encore été analysé. Également, le transcriptome de S. 
aureus intemalisé dans des cellules épithéliales humaines a été établi. Cette étude a démontré 
que plusieurs gènes étaient modulés après l’intemalisation, dont des gènes de systèmes de 
transport du fer (Garzoni et al., 2007). Étant donné qu’il est possible que des infections 
chroniques à S. aureus puissent être reliées entre autre à la localisation intracellulaire de S. 
aureus durant la mammite bovine, une étude semblable avec une lignée cellulaire bovine serait 
intéressante. Plusieurs études, bien qu’elles n’aient pas été réalisées durant une infection intra- 
mammaire, permettent de donner des pistes quant aux gènes qui y sont exprimés. C ’est le cas 
de l’étude de l’expression de gènes dans le sérum de veau (Oogai et al., 2011 )et de 
l’expression de gènes dans le lait in vitro (Lammers et al., 2000).
1.3.2 Analyse transcriptomique par PCR quantitatif (Q-PCR)
Le PCR quantitatif est une méthode pour l’analyse de l’expression d’un gène. Cette méthode 
est plus sensible que la puce à ADN mais demeure moins pratique parce qu’elle ne permet pas 
d’analyser l’expression d’une multitude de gènes à la fois. Cela demeure par contre la 
méthode de choix pour la validation de l’expression des gènes identifiés par une méthode à 
plus grande échelle (VanGuilder et al., 2008).
Alors que le PCR dit plus « classique » demande que les produits de la réaction soient 
habituellement analysés par électrophorèse, le PCR quantitatif en temps réel permet de suivre 
la réaction en « temps réel » au fil de chacun des cycles de PCR. Les réactions de PCR 
quantitatif en temps réel sont effectuées dans un thermocycleur qui permet la détection et la 
quantification d’une molécule fluorescente durant l’amplification. Cela permet à 
l’expérimentateur de réduire les risques d’erreurs liés aux manipulations nécessaires suite à la 
réaction PCR (VanGuilder et al., 2008).
Une molécule fluorescente très utilisée lors des Q-PCR est le SYBR-Green. 11 s’agit d’une 
molécule qui s’intercale dans l’ADN et émet de la fluorescence lorsque liée à l’ADN double- 
brin. Cette technique est largement utilisée pour l’analyse relative de l’expression d’un gène
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dans différentes situations données (Figure 9). Pour mesurer la différence d’expression du 
gène, la formule la plus communément utilisée est 2'AC| , où Ct est le nombre de cycles 
nécessaires pour la détection de la fluorescence dans l’échantillon testé. Plus le Ct est bas, plus 
le nombre de copies de l’ARNm du gène testé était présent en grande quantité (VanGuilder et 
al., 2008).
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Figure 9. Exemple d’expérience de PCR quantitatif avec le SYBR-Green: Différence de 
l’expression d ’un gène dans trois différentes souches bactériennes. Le gène dans chacune des 
souches est détecté à des cycles (Ct) de PCR différents. En faisant la différence entre les 
valeurs de Ct et en appliquant la formule 2 ACt, nous déterminons la différence d’expression du 
gène entre les souches.
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1.3.3 Études in vivo et défis techniques
Plusieurs études ont été faites en génomique, transcriptomique et protéomique afin d’étudier 
en particulier les facteurs de virulence exprimés in vivo chez les souches de S. aureus ayant 
causé des infections. La grande majorité de ces études se déroulent in vitro ce qui apporte 
d’importantes informations, comme par exemple le regroupement de certaines souches d’après 
leurs caractéristiques génomiques et qui permettent d’émettre de nombreuses hypothèses quant 
à l’importance de certains gènes de la bactérie lors d’une pathologie donnée. L’expression des 
gènes de virulence de la bactérie a toutefois démontré dans le passé des patrons différents 
lorsque la bactérie est étudiée directement dans un hôte. L’étude de l’expression des gènes in 
vivo apporte de l’information très pertinente dans l’étude de la pathogenèse d’une bactérie et 
c’est ce dont il sera question dans cette section en passant en revue quelques études menées 
dans le passé avec 5. aureus.
Pour en apprendre davantage sur les systèmes de transport du fer de S. aureus, nous avons fait 
une étude transcriptomique par puces à ADN pour analyser l’expression des gènes de S. 
aureus en situation carencée en fer in vitro et in vivo dans un modèle de cage à diffusion dans 
la souris (Allard et al., 2006). Les résultats démontrent clairement l’utilité des études in vivo. 
Effectivement, les gènes de systèmes de transport du fer ont montré une très forte expression 
in vitro et in vivo, mais dans des proportions relatives différentes. Par exemple, in vivo, le 
système de transport du fer à partir de l’hème a démontré la plus forte expression, ce qui 
n’était pas le cas in vitro. Le transport du fer à partir de l’hème a été reporté dans le passé 
comme le plus important chez S. aureus lors d’une infection. Également, nombre de gènes 
associés à la virulence étaient surexprimés in vivo, alors qu’aucune modulation de ces gènes 
n’a été observée in vitro. C’était notamment le cas de plusieurs gènes régulés par agr tels que 
l’alpha-hemolysin (hla), plusieurs protéases (ssp et aur), une nucléase et des leukotoxines. 
L’effecteur du système agr, RNAII1, était même légèrement sur-exprimé. En conclusion, cette 
étude a permis de démontrer que les systèmes de transport du fer (décrits dans la section 1.4) 
étaient bel et bien exprimés in vivo dans notre modèle et que la pertinence d’étudier les
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bactéries dans un hôte est appuyée par le grand nombre de gènes associés à la virulence de la 
bactérie qui sont modulés in vivo, et non in vitro.
Une étude globale de l’expression des gènes de S. aureus durant l’infection présente plusieurs 
problèmes techniques, comme l’isolement de la bactérie de l’hôte et le peu de bactéries 
récupérées pour la suite des expériences. Une étude récente présente une approche originale 
afin d’identifier quelles exoprotéines de souches CA-MRSA (community acquired methicillin 
resistant S. aureus) étaient exprimées et lesquelles l’étaient in vivo (Burlak et a i, 2007). La 
première étape de l’étude a consisté à identifier, in vitro par protéomique, quelles étaient les 
protéines exprimées par ces souches. Deux cent cinquante protéines ont alors été identifiées. 
La deuxième étape était la détection d’anticorps contre ces protéines dans le sérum de souris 
infectées par ces souches, établissant ainsi une corrélation entre la production de ces protéines 
in vivo et leur potentiel immunogène comme le démontre la réponse immunitaire de la souris. 
Des anticorps ont été détectés contre plusieurs facteurs de virulence comme une autolysine, 
l’adhésine Cna, la ferritine, une lipase et une entérotoxine (Sec3). Cette étude a permis 
d’élargir les connaissances sur la pathogenèse de CA-MRSA.
Pour les mêmes raisons que celles mentionnées ci-haut, une étude globale de la transcription 
des gènes de S. aureus durant la mammite bovine n’a pas encore été publiée. La plupart des 
études ont utilisé la détection d’anticorps dans le lait ou dans le sérum afin de détecter les 
gènes exprimés. C’est ainsi qu’on a démontré que les gènes lukM-lukF (Rainard et al., 
2007)sont probablement exprimés in vivo par S’, aureus lors d’une infection intra-mammaire et 
il en va de même pour l’entérotoxine D (sed) (Tollersrud et al., 2006). Une bonne 
connaissance des facteurs de virulence exprimés par S. aureus durant la mammite bovine 
donnerait sans doute de bonnes pistes pour trouver les meilleures cibles possibles pour la 
vaccination et l’antibiothérapie. Des facteurs de virulence comme les systèmes de transport du 
fer, exprimés par la plupart des microorganismes pathogènes en situation d’infection (où le 
milieu est carencé en fer) pourraient être de bonnes cibles mais nous ne savons pas encore 
lesquels sont exprimés par S. aureus dans le contexte de mammite bovine.
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1.4 Hypothèse et objectifs de doctorat
1.4.1 Hypothèse
Nous croyons que les systèmes bactériens essentiels ou importants à la virulence ou la survie 
de S. aureus lors de la mammite bovine (par exemple les gènes codant pour les systèmes de 
transport du fer) sont fortement exprimés lors de l’infection et que les gènes bactériens 
responsables de ces systèmes sont soumis à de fines régulations géniques permettant la survie 
de la bactérie dans un hôte mammifère. Ainsi, nous croyons que les gènes exprimés par S. 
aureus durant une infection sont des cibles de choix pour le développement d’approches 
thérapeutiques (vaccins ou antibiotiques spécifiques) visant le contrôle des mammites bovines.
1.4.2 Objectif principal
Identifier les gènes de virulence de S. aureus dont l’expression est importante durant la 
mammite bovine et caractériser leur rôle en relation avec le pouvoir pathogène et la survie de 
la bactérie lors de l’infection.
1.4.3 Objectifs spécifiques
1. Obtenir des bactéries provenant du lait de vaches expérimentalement infectées avec 
différentes souches de S. aureus afin d’en faire l’analyse transcriptomique.
• Sélectionner et caractériser des souches de S. aureus, notamment des isolats 
d’infections persistantes
• Etablir un protocole d’infection de la glande mammaire de la vache.
• Etablir la méthode d’isolement des bactéries et de l’ARN bactérien à partir du lait 
mammiteux.
• Effectuer les infections expérimentales.
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2. Identifier des gènes exprimés par S. aureus ayant été cultivé in vivo et in vitro.
• Analyser par puces à ADN le transcriptome de S. aureus isolé d’infections 
expérimentales.
• Identifier les gènes fortement exprimés par S. aureus lors de l’infection intra- 
mammaire.
• Confirmer l’expression de gènes identifiés par PCR quantitatif.
• Identifier les stimuli susceptibles d’expliquer l’expression des gènes analysés.
3. Evaluer l’importance des gènes identifiés pour S. aureus durant la mammite.
• Construire des mutants de délétion pour des gènes fortement exprimés lors de 
l’infection intra-mammaire.
• Evaluer l’habileté des mutants en comparaison au parent à établir une infection 
expérimentale de vache.
• Déterminer si les gènes mutés chez S. aureus contribue significativement à la virulence 
du pathogène ou à sa survie dans les glandes mammaires.
4. Caractériser certains gènes fortement exprimés durant la mammite de fonction non-définie.
• Avec une attention particulière pour le gène SACOL0442 (toxine), tenter de 
déterminer le stimulus qui module l’expression des gènes de fonctions peu connues et 
fortement exprimés dans la vache.
5. Par des études collaboratives, établir le potentiel des résultats obtenus pour le
développement d’un vaccin ou d’un antibiotique.
• Déterminer le potentiel immunogène de protéines dérivées de gènes fortement 
exprimés par S. aureus lors de l’infection.
• Déterminer le potentiel du gène guaA et de son riboswitch comme cibles pour un 
antibiotique.
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CHAPITRE 2
THE EXPRESSION OF A PUTATIVE EXOTOXIN AND AN ABC TRANSPORTER 
DURING BOVINE INTRAMAMMARY INFECTION CONTRIBUTES TO THE 
VIRULENCE OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS.
2.1 Introduction de Particle scientifique
Le travail présenté dans cet article est le résultat d’un projet intitulé « Gènes de Virulence » 
financé par le CRSNG à travers le Réseau Canadien de Recherche sur la Mammite Bovine. Le 
projet « Gènes de Virulence » avait comme objectif principal d’identifier des gènes exprimés 
par la bactérie S. aureus durant l’infection intra-mammaire dans le but ultime d’utiliser ces 
connaissances pour le développement de vaccin et d’antibiotique contre la pathologie.
Sous la direction du Professeur François Malouin de l’Université de Sherbrooke, ce projet m’a 
été confié. Les résultats obtenus sont présentés dans l’article scientifique suivant. Mon 
directeur de doctorat et co-directeurs (Pierre Laçasse PhD et Moussa S. Diarra PhD) ont été 
des guides lors de la réalisation des différentes étapes de ce projet. Leurs connaissances en 
microbiologie moléculaire, physiologie et immunité de la glande mammaire ont 
particulièrement été essentielles. Les contributions de Christian Lebeau Jacob MSc et Daniel 
Scholl PhD, épidémiologiste, résident tant qu’à elles dans la caractérisation des souches de 
mammites bovines qui sont utilisées dans ce travail. Finalement, Céline Ster PhD et son 
expertise en infections expérimentales de glande mammaires de vaches ont permis la 
réalisation de nos expériences sur les animaux. C’est donc avec l’aide de ces collaborateurs 
que j ’ai réalisé l’entière étude présentée dans cet article : analyse transcriptomique, 
expériences d’infections de glandes mammaires bovines, mutagénèse, manipulations 
bactériologiques, analyse de données, revue de littérature et rédaction de l’article. Les 
découvertes faites lors de ce projet de recherche font présentement l’objet de deux applications 
de brevets d’invention pour le développement d’un antibiotique et d’un vaccin.
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2.2 Résumé en français de l’article
Staphylococcus aureus est l’une des causes majeures d’infections intra-mammaires bovines 
(mammites) qui est la pathologie la plus coûteuse de l’industrie laitière. Pour causer 
l’infection, cette bactérie exprime probablement des gènes spécifiques que nous avons voulu 
étudier en analysant leur profil transcriptomique. Quatre souches de S. aureus ont été utilisées 
dans des infections expérimentales. L’ARN bactérien a ensuite été extrait des bactéries isolées 
du lait, a subi une transcription inverse et les ADN complémentaires obtenus ont été marqués 
pour hybridation sur puce à ADN afin de détecter des gènes candidats à de futures 
investigations. Plusieurs gènes de S. aureus étaient exprimés par S. aureus durant la mammite. 
Certains ont été détectés par plus d’une souche, dans plus d’une vache à plus d’un temps 
d’infection. Une courte sélection de gènes qui démontraient une forte expression et un rôle 
probable dans la pathogénèse de la bactérie ont ensuite été étudiés par Q-PCR. En comparant 
l’expression des gènes dans différents milieux in vitro, nous avons déterminé que le gène 
SACOL2171 était exprimé en réponse à la carence en fer alors que le régulateur 
transcriptionnel SACOL2325 et l’ABC transporteur SACOL0718-720 (vraFG) étaient induits 
par le milieu lait. Autrement, l’exotoxine putative SACOL0442 était strictement exprimée 
dans l’environnement in vivo de la glande mammaire. Des mutants de délétion pour les gènes 
SACOL0720 et SACOL0442 ont été préparés et ils ne démontraient pas de ralentissement de 
croissance in vitro mais leur croissance était atténuée lors d’infections expérimentales de 
vaches, causant des infections avec une réduction du compte bactérien et de cellules 
somatiques. Le lait des quartiers infectés avec les mutants était également de meilleure qualité 
avec une meilleure composition. En conclusion, nous avons identifié des gènes qui sont de
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toute évidence essentiels pour la virulence de S. aureus durant les infections intra-mammaires 
et ceux-ci représentent des pistes intéressantes pour le développement thérapeutique.
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Abstract
Staphylococcus aureus is a leading cause of intramammary infections (IMI) and bovine 
mastitis is an important disease for the dairy industry. As this bacterium probably expresses 
specific genes for establishment of IMI, we studied the transcriptional profile of four S. aureus 
strains recovered from experimentally infected cows. Microbial RNA was extracted from 
bacteria isolated from milk, reverse-transcribed and labelled for hybridization to sub-genomic 
microarrays to detect candidate genes for further investigations. Several S. aureus genes were 
expressed during IMI; some were detected in samples from more than one strain, more than 
one cow and at more than one time point during infection. A selection of four genes showing 
strong expression and with putative functions in pathogenesis was further studied by qPCR. 
By comparing the expression in different media in vitro, we found that gene SACOL2171 was 
induced by iron restriction whereas the expression of the transcriptional regulator 
SACOL2325 and the ABC transporter SACOL0718-720 (vraFG) were induced by milk. In 
addition, the putative exotoxin SACOL0442 seemed to require the intramammary 
environment for expression. Gene-disrupted mutants for SACOL0720 and SACOL0442 
showed no growth defect in vitro but were attenuated during bovine IMI, causing infections 
with significant reductions in bacterial and somatic cell counts. The milk from the mammary 
quarters infected with these mutants also showed better appearance and composition than milk 
from quarters infected with the wild type. In conclusion, we have identified genes that are 
most likely important for S. aureus IMI. These represent novel candidates to include in a 
vaccine.
1. Introduction
Bovine mastitis, an inflammation of the udder which often results from intramammary 
infection (1M1), is the most frequent (Olde Riekerink et al., 2008) and costly disease of dairy 
cows (Sears and McCarthy, 2003). A recent study shows that Staphylococcus aureus is the 
transmittable bacterium that is responsible for most o f the clinical cases of mastitis (Reyher et 
al., 2011). Staphylococcal IMI commonly lead to a chronic mastitis disease due to the
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persistence of the original infective organism despite antibiotic treatment (Myllys et af, 1997) 
Novel approaches to prevent or treat staphylococcal 1M1 are urgently needed by the dairy 
industry. The analysis of S. aureus gene expression during infection should help to identify 
important elements which may be useful as drug targets or as components of a composite 
vaccine.
It is well known that the in vivo environment (mammalian host) can modulate gene expression 
of bacteria, including S. aureus (Allard et al., 2006). Identification o f genes expressed by S. 
aureus during 1M1 was previously attempted by analyzing the protein profile (Tavema et al.,
2007) or the gene expression profile of the bacterium cultured in vitro in conditions which 
mimic some aspects of the mammary gland environment (Lammers et al., 2000). However, the 
use of fresh milk as cultivation medium in vitro is significantly different from the altered milk 
of infected mammary glands (Hogarth et al., 2004).
The aim of this work was to identify a selection of genes expressed by S. aureus isolates 
during bovine IMI and to demonstrate the importance o f some of them in this bacterium 
virulence since they may be interesting targets for immunotherapy or drug development. This 
was carried out using the most pertinent model system: the cow. To do so, relevant clinical 
isolates were used for experimental IMI, a rapid method to isolate bacteria from mastitic milk 
of infected cows was developed, transcriptomic analysis by DNA array and quantitative PCR 
were performed and the contribution to virulence of two identified genes was evaluated using 
a mutagenesis approach.
2. Materials and Methods
2.1 Bacterial isolates
Four different S. aureus strains were selected for this study. Strain SHY97-3906 was isolated 
from a case o f bovine mastitis that occurred during lactation (Diarra et al., 2002) and was 
previously studied for its in vitro transcriptome (Allard et al., 2006). Isolates CLJ08-3, CLJ08-
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557 and CLJ08-1290 (herein named 3, 557 and 1290) were originally isolated from cows with 
persistent mastitis at dry-off. To demonstrate “persistence” we verified that these strains were 
isolated from cows that shed a genetically identical S. aureus isolate in samples taken at least 
55 days apart, before dry-off and after calving. This examination was carried out by multiple- 
locus variable-number tandem repeats analysis (ML VA). The ML VA multiplex PCR assay 
containing clfA, clfB, sdrCDE, spa, and sspA primers to amplify the regions of tandem repeats 
was performed as described by Sabat et al. 2003 (Sabat et al., 2003).
2.2 Intramammary infusions
Before the animal trials, the relationship between the optical absorbance of bacterial cultures 
(Afioonm) and CFU was determined. The day o f the challenge, a volume of the overnight culture 
of S. aureus in MHB was transferred to 200 mL of fresh MHB to obtain an A6mm, of 0.1 and 
grown at 35°C without shaking until the Aminm reached a value corresponding to 108 CFU/mL 
in the exponential phase o f growth. For intramammary infusions, bacteria were then diluted in 
sterile physiological saline (Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, 1L) to obtain 
approximately 50 CFU in 3mL.
Eight multiparous Holstein cows in mid lactation were selected and bacteriological analysis of 
aseptic quarter milk samples and somatic cell count (SCC) determinations were done to ensure 
that selected cows were free o f IMI prior to experimental infection. No S. aureus or bacteria 
was detected in the individual quarter milk and the SCC of selected cows were equivalent to 
those representative of healthy animals showing in average 143 000 cells/mL of milk. 
Experimental infusion of mammary quarters with bacteria was performed after evening 
milking according to a procedure previously described (Petitclerc et al., 2007). Each quarter 
was infused with 3 mL of the bacterial suspension. Each of the 8 cows was infused with the 
four different S. aureus strains and the position o f each strain in the four quarters alternated 
between the animals. Pictures o f the experimental setup are presented in Figure SI.
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Figure SI. Experimental IMI in cows. Animals were kept in a level 2 confinement bam at 
the Dairy and Swine Research and Development Centre o f Agriculture and Agri-Food Canada 
in Sherbrooke, QC, Canada (A). Each quarter of the mammary gland was inoculated with 
approximately 50 CFU of S. aureus (B). During the experimental IMI, clinical signs of 
infection like teat swelling (C) and clots in milk (D) have been observed.
2.3 Aseptic milk sample collection for the determination of bacterial CFU and SCC
Milk samples were aseptically collected before milking. After foremilk was discarded, a 10- 
mL milk sample was collected for each individual quarter in a 50-mL sterile vial. Milk 
samples were serially diluted and 200 pL were plated on tryptic soy agar (TSA; Becton 
Dickinson, Sparks, MD, USA) and on mannitol salt agar plates (MSA; Becton Dickinson) for
4 6
S. aureus identification and CFU determinations. Plates were then incubated for 24 h at 35°C 
before colony counting. The concentration of lactose, protein, fat and SCC in milk were 
determined by a commercial laboratory (Valacta Inc., Ste-Anne-de-Bellevue, QC, Canada).
2.4 Bacteria] isolation from milk
Milk was collected from each quarter of each cow every 2-4 days at morning milking for a 
total of 18-21 days. Milk was harvested using individual quarter milking units. For gene 
expression analyses, milk was treated with 200 pg/mL of protease from bovine pancreas 
(Sigma Aldrich Canada Ltd., Okaville, ON, Canada) for 10 min in an orbital shaker (100 
RPM) at 35°C. After the protease treatment, milk was centrifuged for 15 min at 4000 g. The 
supernatant was discarded and the pellet was washed with PBS and re-centrifuged. The 
supernatant was discarded and the bacterial cell pellet was suspended in 1 mL PBS and treated 
with RNAprotect™ (Life Technologies Inc., Burlington, ON, Canada) for 10 min before 
harvesting the cells by centrifugation. The cell pellet was then stored frozen at -80°C until 
further utilization.
2.5 RNA extraction and purification
Bacterial pellets from in vitro and in vivo growth conditions were suspended in 200 pi of TE 
buffer containing 200 pg/mL Iysostaphin (Sigma Aldrich Canada Ltd.). Cell lysis was allowed 
for 1 h at room temperature before RNA extraction using the TRIzol Max bacterial RNA 
isolation Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) followed by a DNase treatment with TURBO 
DNase (Life Technologies Inc.). The RNA underwent an additional purification step using the 
MICROBEnrich Kit from Life Technologies Inc. followed by a second round of DNase 
treatment with TURBO DNase. The RNA concentration in samples was determined from its 
M mm  value and was stored at -80°C until used.
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2.6 Detection of gene expression by sub-genomic microarrays
Fluorescent probes for hybridization to DNA arrays were generated using an aminoallyl 
cDNA labelling procedure as previously described (Allard et al., 2006). Total RNA (2.5-5 pg) 
from in vivo grown S. aureus was reverse-transcribed and labeled with NHS-Cy5 prior to 
hybridization on microarrays. Arrays were previously described (Allard et al., 2006; Moisan et 
al.. 2006) and contained a selection o f 478 known or putative genes implicated in iron/cation- 
transport and acquisition systems, virulence (biofilm genes, adhesins, toxins and homologs of 
such genes), secretion, general stress responses, sensory/regulator systems, efflux pumps and 
various biosynthesis and metabolism genes. The prehybridization, hybridization and washing 
steps were done as previously described (Allard et al., 2006). Hybridization signals for each 
spot were quantified with the ScanArrayExpress Microarray Scanner and the 
ScanArrayExpress software V 2.2.0.0022 (Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA). For each 
array, a mean intensity value was calculated as follow:
E  (Cy5 signal intensity o f  each spot) /  number o f  genes on array = Mean intensity = 100% 
Only genes with an individual Cy5 signal intensity of >100%, i.e., greater or equal to the mean 
Cy5 intensity of the entire gene array were considered. Thus, we report here genes that were 
among those strongly expressed in vivo during IMI.
2.7 In vitro culture conditions for quantitative PCR analysis.
For bacterial growth in low and high iron concentrations, media were prepared and bacteria 
were grown as previously described (Allard et al., 2006). For bacterial growth in freshly 
collected milk from healthy cows, S. aureus was first grown overnight in Mueller-Hinton 
broth (MHB, Becton Dickinson) in an orbital shaker (225 RPM) at 35°C. In the morning, 250 
mL of fresh milk was inoculated with bacteria from the overnight culture to obtain the desired 
inoculum. Bacterial growth was allowed for 7 h in an orbital shaker (225 RPM) at 35°C before 
isolating the bacteria from milk as described below.
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2.8 Quantitative PCR (qPCR)
Additional RNA preparations were obtained for qPCR analyses. Bacteria were collected from 
broth cultures (low-iron and iron-rich) as well as from milk (in vitro and in vivo). RNA was 
extracted as described above. Total RNA (2-5 pg) was used for qPCR as previously described 
(Allard et al., 2006). The level o f expression of each gene was calculated by using the Ct of 
the in vitro experiments as the calibrator (expression fold = 2'ACt, where ACt represents the 
difference between the Ct o f the in vitro and in vivo conditions). The expression fold of genes 
from each experiment was then normalized with their respective gyrB expression level. The 
sequences of primers for qPCR were: gyrB-forward 5’-GGTGCTGGGCAAATACAAGT-3’ 
and gyrS-reverse 5’-TCCCACACTAAATGGTGCAA-3’; SACOL2171 -forward 5’-CAATGC 
ATCGCG A A A ACTT A-3’ and SACOL2171-reverse 5’-GCTTAGCTTGTGGGAACTGG-3’; 
SACOL2325-forward 5’-CATCTCGGCTTAGGTTACGC -3’ and SACOL2325-reverse 5’- 
TTTTTCGGCCT A AGTTTGG A-3 SACOL0718-forward 5’-GCACAAGAAGTGTTGC
GAGA-3’ and SACOL0718-reverse 5’-GTCGTTTTCCCAGATC CAGA-3’; SACOL0442- 
forward 5’-CATACACAGTTGCTGGCAGAG-3’ and SACOL0442-reverse 5’-CAAGCCAT 
AGGAAATATGAGCA-3’.
2.9 Construction of mutants A442a, A442b and A720
The mutants A442a, A442b and A720 were generated in S. aureus ATCC 29213. For A442a, 
the gene SACOL0442 was disrupted by the insertion of the emrA cassette by homologous 
recombination in ATCC 29213. The temperature-sensitive pBT2-SACOL0442::em>vf plasmid 
was used combined with a previously described strategy (Bruckner, 1997; Mitchell et al., 
2008). Briefly, pBT2-SACOL0442::emrA (also carrying the pBT2 chloramphenicol resistance 
marker) was transferred for propagation into S. aureus RN4220 (res-). After bacterial lysis 
with lysostaphin (200 pg/mL for 1 h at room temperature), plasmid DNA was then isolated 
using the QIAfilter Plasmid Midi kit (QIAGEN, Toronto, ON, Canada) and used to transform
S. aureus ATCC 29213 by electroporation. Bacteria were first grown overnight at 30°C with
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10 mg/mL of erythromycin (Sigma-Aldrich Canada Ltd.). Bacteria were then diluted 1:1000 
and grown overnight at 40°C with 2.5 mg/mL of erythromycin. This step was repeated once. 
Finally, bacteria were diluted 1:1000 and grown overnight at 40°C. Homologous recombinant 
with the inactivated SACOL0442 gene was selected as resistant to erythromycin and sensitive 
to chloramphenicol. The knockout of SACOL0442 in strain A442a was confirmed by PCR. 
Mutants A442b and A720 were generated using the TargeTron Gene Knockout System with 
the TargeTron Vector pNL9164 (Sigma Aldrich Canada Ltd.) for disruption of bacterial genes 
by insertion of group II introns in S. aureus. The manufacturer protocols and 
recommendations were followed. The Ll.LtrB TargeTron was retargeted to insert into S. 
aureus genes by using a computer algorithm that identifies potential insertion sites and designs 
PCR primers for modifying the intron RNA to recognize those sites. The gene sequences to be 
mutated were submitted to the TargeTron website for output of recommended primer sets as 
ranked design options. The Ll.LtrB TargeTron was retargeted with recommended primers 
IBS-442-45a, EBS2-442-45a and EBSld-442-45a to create mutant A442b with the intron 
inserted in position 45a. The Ll.LtrB targetron was retargeted with primers IBS-720-803a, 
EBS2-720-803a and EBSld-720-803a to create mutant A720 with the intron inserted in 
position 803a. The position of genes to be mutated refers to the nucleic acid o f the consensus 
of sequenced strains of S. aureus, including RF122, available atjcvi.org. Both mutant A442b 
and A720 were confirmed by PCR by amplifying the intron in the genomic DNA using 
primers flanking the insertion site.
2.10 In vitro phenotypes of the mutants
Mutants A442a, A442b and A720 as well as the parental strain ATCC 29213 were grown in 
BH1 and freshly collected milk to establish their growth profiles in vitro. For the cultures in 
BH1, bacteria were first grown in BHI in an orbital shaker (225 RPM) at 35°C overnight. In 
the morning, the culture was diluted in fresh broth in order to have two cultures starting at 102 
and 107 CFU/mL, respectively. The cultures were grown in an orbital shaker (225 RPM) at 
35°C. Every 60 min for 10 h, 1 mL of culture was serially diluted and 200 pL o f the dilutions 
were plated on TSA. The colonies were counted after 24 h at 35 °C. For cultivation in milk,
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the same method was applied using overnight pre-cultures as well as morning cultures both 
carried out in freshly collected milk. The evaluation o f the hemolytic activity of S. aureus 
mutants was performed by streaking standardized inocula on blood agar plates.
2.11 Evaluation of the virulence of the mutants during IMI
The importance of S. aureus genes SACOL0442 and SACOL0720 for the establishment of 
bovine IMI was evaluated by experimental infection of 8 multiparous Holstein cows in mid 
lactation with mutants A442a, A442b, A720 and the parental strain ATCC 29213. Each of the 8 
cows was infused with the four S. aureus strains and the position of each strain in the four 
quarters alternated between the animals. The infections were carried out for 21 days and were 
achieved as described above. Bacterial CFU and SCC in milk as well as the lactose 
concentration of the milk of each infected quarter were determined as described above. Milk 
appearance was also evaluated and was given a higher score when clots, blood and/or an 
altered texture were visually observed.
2.12 Ethics statement
All animal experiments were approved by the Agriculture and Agri-Food Canada local 
institutional animal care committee and conducted in accordance with the guidelines of the 
Canadian Council on Animal Care (animal welfare protocol numbers 277, 297, 329, 341 and 
342). Animals were kept in a level 2 confinement bam at the Dairy and Swine Research and 
Development Centre o f Agriculture and Agri-Food Canada (Sherbrooke, QC, Canada) for the 
entire duration of each trial.
2.13 Statistical analysis
Statistical analyses of the experimental infection data were performed using the MIXED 
procedure o f SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC) as repeated measurements. For the analysis 
o f SCC and CFU, data were loglO transformed prior to analysis. In experiments with the
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mutant and parental strains, orthogonal contrasts were used to compare each mutant to the 
parental strain. For the variables where pre-infection data were available (milk production, 
SCC and milk composition), the data were used as a covariable in the model. Additional 
Student t tests were specified in figure legends.
3. Results
3.1 Experimental IMI for gene expression studies
The udders of eight cows were inoculated in each quarter with approximately 50 CFU of 
either one of the four S. aureus strains used in this study. The inoculation o f a minimum of 
eight animals was necessary in order to compare, with a statistical significance, the four tested 
strains in their ability to infect the mammary gland. However, no significant difference was 
observed in the ability of the four bacterial strains to generate an IMI considering the mean 
value of bacterial counts measured during the course of the experimental infections for the 
eight cows taken together. Despite the fact that the cows were inoculated with the same 
bacterial strains and the same inocula, the host (cow) was the most important determinant of 
the number of bacteria (P < 0.0001) in milk. Figure 1 shows examples of representative 
infection scenarios obtained with three different cows.
For the majority of infected quarters, the peak value for bacterial CFU in milk coincided or 
was followed by a peak o f SCC. The SCC illustrated the response of the animal to the 
infection by recruiting a large number of immune cells into the quarter (up to 2 x 107 
cells/mL), and this response was usually followed by a decrease of detectable bacteria in milk 
(Figure S2).
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Figure 1. Experimental IMI in cows showing different infection profiles. The bacterial counts 
(A) and SCC (B) obtained for three cows with different infection profiles (all four bacterial 
test strains taken together) are represented as least squares means ± SEM.
The concentration of bacteria obtained in milk for the 8 cows ranged between undetectable to 
10 CFU/mL and thus, the inoculation of as much as 8 animals was indeed necessary to obtain 
an adequate number o f samples with sufficient bacterial counts for subsequent transcriptional 
analyses. Consequently, transcriptional analysis using microarrays was done on the four 
different S. aureus strains used in this study, using samples from two different cows at two 
time points during the experimental infections, for a total of 10 samples analyzed. The 
characteristics of the milk samples that yielded sufficient bacteria and RNA for gene 
expression analyses using DNA arrays or qPCR are detailed in Table SI.
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Figure S2. Infection peaks as determined by bacterial counts (CFU) in milk were usually 
followed by a peak of somatic cells (SC) in milk. CFU (black bars) and SC (white bars) 
obtained for each of the eight cows experimentally infected with the four S. aureus strains
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used in the study (SHY97-3906, 3, 557 and 1290) during their respective infection peak 
period. The values of the peaks are indicated above the bars.
Table SI. S. aureus samples used for transcriptional analysis.
S. aureus 
isolate
Cow Day post­
infection
logio
CFU/mL
■ogio
SCC/mL
Quarter milk 
production (g)
S. aureus in vivo gene 
expression experiment
SHY97-3906 307 8 2.9 5.5 3218 DNA array ; qPCR
SHY97-3906 307 10 1.0 6.3 1558 DNA array
SHY97-3906 307 14 0.3 5.9 3447 qPCR
SHY97-3906 5325 10 4.8 7.5 549 DNA array ; qPCR
3 307 8 4.7 6.8 3585 DNA array ; qPCR
3 307 10 2.6 7.0 1354 DNA array
3 307 14 2.0 6.4 3175 qPCR
3 5325 10 6.7 7.5 127 DNA array ; qPCR
557 307 8 2.8 6.2 2196 DNA array ; qPCR
557 307 10 4.3 7.3 943 DNA array
557 307 14 2.7 6.7 2161 qPCR
557 5325 10 4.9 7.5 1703 qPCR
1290 307 8 4.7 6.7 2559 DNA array ; qPCR
1290 307 10 3.6 6.7 1132 DNA array
1290 307 14 3.3 6.6 2588 qPCR
1290 5325 10 5.1 7.0 1935 qPCR
3.2 Isolation of S. aureus from infected milk
A method was developed for the isolation of bacteria from mastitic milk in order to perform 
gene expression studies. Milk and particularly mastitic milk (Figure SI D) is a media that is 
very rich in proteins, lipids and eukaryotic cells, which complicates a great deal the isolation 
o f bacteria. The main challenge was to quickly and efficiently harvest S. aureus from the milk 
of experimentally infected cows to obtain good quality transcripts for analysis. We found that 
harvesting bacteria from milk was greatly facilitated by a 10-min treatment of milk with 
proteases before collection o f the bacterial pellet by centrifugation and addition of the 
RNAprotect™ reagent. Validation o f the method was performed by comparing the 
transcriptional profiles obtained by DNA arrays for S. aureus grown in milk in vitro followed
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or not by the protease treatment. Such a protease treatment did not provoke many changes in 
bacterial gene expression. The only strong modulation (6.6 fold) was for gene SACOL0992, a 
putative oligopeptide transporter, presumably in response to the accumulation of small 
peptides in the treated milk. This gene was therefore omitted from all subsequent analyses. 
Since bacterial transcripts can exhibit a relatively short half-life, we were also concerned about 
their stability during the procedure. We tested our ability to detect (by qPCR) the expression 
of three genes known to be strongly modulated by iron restriction in vitro (isdB, ferritin and 
SACOL2170 (Allard et al., 2006)). We showed that a 2-hour delay between the harvesting of 
the bacterial cell pellets and RNA extraction did not importantly affect the amplitude of the 
expected gene modulations (Figure S3). Hence, bacterial mRNA directly isolated from 
mastitic milk should identify the most abundant and stable transcripts generated by S. aureus 
during infection despite the time required for isolation o f bacteria and protection of RNA after 
milking (approximately 2 h). Yet another challenge that one has to face when studying 
bacteria recovered from in vivo samples is the contamination by eukaryotic cells. The mRNA 
from eukaryotic cells can compete with the bacterial mRNA at different steps of the 
microarray procedure (Hinton et al.. 2004). We thus used the MICROBEnrich7M kit to remove 
mammalian 18S and 28S rRNAs as well as polyadenylated RNAs prior to cDNA probe 
synthesis and hybridization to DNA arrays (data not shown).
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Figure S3. Quantitative PCR analyses showing the stability of transcripts for strongly 
expressed genes. LoglO expression ratio o f the house-keeping gene gyrB and the iron-
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regulated genes isdB, ferritin and SACOL2170 of S. aureus grown in iron deprived (-) and 
iron rich (+) broth. The amplifications were done on RNA extracted from bacteria at 0, 1 and 2 
h after the end of the growth experiments.
3.3 Gene expression by S. aureus during IMI
3.3.1 DNA array analyses.
Hybridization of cDNA to a gene array was used to obtain a preliminary list of S. aureus genes 
that are expressed during IMI. As mentioned above, relatively few samples yielded sufficient 
bacteria and RNA material to perform gene expression profiling on arrays. The samples 
analyzed by gene arrays were obtained from cow 307 at days 8 and 10 of infection for S. 
aureus strains SHY97-3906, 3, 557 and 1290 and from cow 5325 at day 10 of infection for 
strains SHY97-3906 and 3 for a total of 10 independent samples analyzed (Table SI).
Table S2 shows the summary o f results for transcriptional profiles obtained from cDNA 
hybridization on gene arrays (Dataset SI). The preliminary list includes 36 genes with a 
relative expression of>100% of the mean expression of all genes but also that were expressed 
by at least two of the four S. aureus strains tested (Table S2). The proportion of such genes 
with important level o f expression was small and varied from 5.4 to 16.7% of the total genes 
detected on the array for the samples analyzed. From this list, five genes caught our attention 
for further investigation as (i) they were strongly and commonly expressed in multiple strains, 
cows, and/or time points, (ii) they may have important roles in virulence or adaptation to the 
mammalian environment, (iii) they cover different functions for the bacterial cell, and (iv) 
they may represent good vaccine or drug targets. These genes included a gene with a putative 
role in iron acquisition (SACOL2171), a transcriptional regulator o f the LysR family but of 
unknown function (SACOL2325), an ATP binding cassette (ABC) transporter component, 
vraF (part of the SACOL0718-0720 operon), and a chromosomally encoded exotoxin-like 
gene not previously characterized (SACOL0442). Also, among the strongest and most 
commonly expressed genes was SACOL0461 (guaA) encoding a GMP synthetase (Table S2).
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We showed the importance o f gene guaA for S. aureus in previous studies (Mulhbacher et al., 
2010; Ster et al., 2012) and this gene will not be further investigated here.
Table S2. Relative Cy5 signal intensities (%) of a selection of genes expressed by S. aureus in 
at least two of the four strains infecting the indicated cow as determined by DNA array 
experiments.
Gene ORF ORF ORF DcscnpOort Cow 307, Day 8 Cow 307. Dav 10 Cow 5325. Dav 10
COL RF122 N315 SHY97 3 557 1290 SHY97 3 557 12*70 SHY97 3
srtfl 1145 999 982 Sortasc 8 101 5 104 6 135 5 360 1 519 2
lu ll) 1142 996 979 Iron transport from hcmc 1182 154 3
iSilH 17*1 1590c 1552 iron tramport from hcmc 1158 1144 1 )21
shnA-H 100-101
2169
55-56
2060c
112-113
1981
Slaphvbbactu b»s\nthcsE 
Siderophorc biosynthesis, putative
516 6 3 804
108 0 147 1
2171 2062 1983 Sidcrophorc bcsvMhcsis. putative 109 0 105 2 136 2 122 9
rot 1812 1622c 1583 Regulator o f  toxat Rot 1120 115 1
agrfi-( -1) 2023-25 1920-22 1842-44 Accessory gene regulator prole *i B-C-D 430 5 104 0 123 2 103 6
442 321 357 Exoioxm. putative 370 1 299 0 173 8 116 8 245 8 132 0
siiri ' 608 513 519 Vrufcncc adhcsn 122 2 144 0 241 !
hlgH 2422 
1184 
163
2302 
H13 7c 
118
2209
1016
172
gamna-hemoKsn 
Hvpothctcal protein 
Hypothctcal protest
200 6
100 6 1110
I I I  3 
111 4
I l l  4
163 6
2365 2248c 2158 Hvpothctcal protest 106 X 10] 1 103 4 153 O
1944 1818c 1702 Hypothetical protein 114 5 214 3
2325 2209 2123 Transcrptcnal regulator. I vsR lamih 200 9 281 9
29 35 BbsvnthcsB o fc o  factors 124 7 100 8 162 1 275 3
topSM 148 102 156 Capsular poKsacchandc bnsynthcsis 1144.7 756 4 547 0 490 7 168 3 376.2 164 7 173 1 27] X
eapSJ 145 153 Capsular poh saccharide b » s\«hcsts 631 4 486 9 278 1 385 1 324 9 164 0 137 5
vm h 718 610 616 ABC transporter, wknovvn function 112 6 158 4 102 8 105 8
pflA 295 165 219 Form ate-hasc activatng cnA irc 1079.1 17*7 0
p M 204 164 218 Formate acclv transferase 15143 359 7
kik 222 180 232 L- lactate deshvdrogcnase 2 4 7 0 214 1
atih 660 557 562 Afcool deshvdrogcnase. Z ncontanng 102.1 1848 5 129 9
guaA 461 341 376 GMP s>nthctasc 382 1 552 5 665 4 47*7 5 313 7 321 1 146 7 142 4 162 1
murA 2092 1984c 1902 UDP-N AcGfc-1 -carboxvvmykransfcrasc 1004 1114
a<ik 2218 2101c 2027 adcnv late k itase 228 4 208.7 129 3
menH 1054 912 898 Enovl-CoA hvdralasc/Bomcrasc fhnuh 122 1 108 8 108 0 184 6
tpiA 840 730 729 Tnoscphosphatc eomcrasc 172 9 145 0
tiltii 938 801 7% Lpotcichoc scxi svnthcsR 123 3 125 2 101 6 114 8
gm k 1221 1073 1052 guanv b tc  knasc 110 5 104.0
Csb33 1912 1788c 1671 Gkicosantre-6-phosphatc sonicrasc 106.8 176 7 168 9 171 2 201 1
glnH 1328 >171 1149 GUammc svnthctasc repressor 154 1 1177
3.3.2 Quantitative PCR analyses.
The selected set of genes (SACOL2171, SACOL2325, SACOL0718, SACOL0442) was 
confirmed and analyzed by qPCR. Their transcripts were detected in as many as ten 
independent samples obtained from the four bacterial isolates collected from cow 307 at days 
8 and 14 of infection and from cow 5325 at day 10 (for a total o f 12 qPCR-analyzed samples; 
Table SI). The expression o f genes SACOL2171, 2325, 0718 and 0442 in samples from cows 
(i.e., in vivo) was compared to the expression of those same genes in S. aureus grown in vitro
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in iron-rich and iron-deprived broth as well as in S. aureus grown in freshly collected non- 
mastitic milk in a flask. Detailed qPCR ratios obtained for each individual sample are 
presented in Table S3.
Table S3. In vivo expression (cow) of four S. aureus genes compared to that measured in S. 
aureus cultivated in broth supplemented with iron (iron-rich broth in vitro), in iron-restricted 
broth (iron-limited broth in vitro), and in freshly collected non-mastitic milk in vitro (fresh 
milk in vitro) as determined by qPCR.
LorH) ofcxprcsson ratio (cow ro rv rrh  broth in  v i tr o ) lo g ! 0 o f expression ra te  (coii\ : roi>-United broth n \ v u ir i  ) U g lO ofcxprcsson rate (cow fresh in li  in  v itro  )
cow - da\ - stn ir SACt >1.2171 SAU >1 2325 SAC< >1.0718 SACOI.0442 SAC( >1.2171 SACt >1.2325 SACt >1.0718 SACt >1.0442 SACt >1.217! SACt >1.2325 SACt >1.0718 SACt >1.0442
307 • X - SHY97-39<8> 0 80 0 57 1.73 -0  77 0  26 -1 39 -0  16
307 - X * 3 3 40 4(8) 2 96
307 • K - 557 2 58 0 68 0 69 3 39 -0  42 0 58 -0 25 -0 51 • 001
107 - 8 - I2‘>0 - 0 12 1 15 4 63 0 09 0 19 1 50
307 - 14 - SHY97-3906 2 40 1 06 4 0 7 0 43 3 03 0 04 2 65
3 0 7 - 14 - 3 0  34 0 74 0 9 0 0.70 0 02 0 04
307 - 14 • 537 0 29 1 17 0 84 2.36 -0.12 1 07 0  98 -0  01 -0 02 0 34
3 0 7 -  14 - 1290 0  92 5 26 2 20 - 1 78 5 23 2 31 0 91 1 89
5323 - 10- SHY97-390 t) 37 2 13 0 06 0 12 -0 36 -0 23
5325 - 10 - 3 093 3 30 0 23 1 09 0 64 3 28 041 0 20 0 04 2 16
5325 • 10 - 557 0 46 0X9 0 91 3 90 -0 04 0 7 9 0 64 3 42 0.20 -0 30 -0 07 0 36
5325 - 10- 1290 * 0 71» 0 84 0 78 2 59 0 49 0 93 1 03 2 28 0 34 t) 10 0t8> 0 51
8 8 5 10 8 8 9 7 X 8 10 7
Mean 1 06 0 77 085 3 21 021 0 71 0 83 3 70 0.21 -0 13 0 13 1 72
Standard Error 0 32 0 09 0 06 0.33 0 32 0 13 0 16 0 38 0 36 0 09 0 10 0 38
One sangle / -test 
H corc tca i mean IMX) 0 00 0 00 0 00 0 00 0.(81 0 (8) 0 (8) () (Ml (MX) 0(8) 0 (8)
P  value 001 <0.000! 0 0002 < 0  0001 052 0(8)1 0 (8)1 < 0  (88)1 0 57 0 18 0 22 0 <X>39
S g tA u in  (< 0 05)'’ Yes Yes Yes Yes No Yes YCS Yes No No No Yes
Figure 2 reveals that the putative siderophore biosynthesis gene SACOL2171 is more 
expressed in the in vivo environment than in the iron-rich broth (but not the iron-deprived 
broth or milk), suggesting that the expression o f gene SACOL2171 is regulated and induced 
by iron restriction. Besides, the fact that SACOL2325, SACOL0718 and SACOL0442 are 
more strongly expressed in vivo than in broth with or without iron shows that these genes are 
probably not iron-regulated. On the other hand, the putative transcriptional regulator 
(SACOL2325) and the ABC transporter vraF (SACOL0718) showed similar levels of 
expression in vivo and in milk in vitro, showing that their expression can be modulated by 
milk. This was also true for gene SACOL0720 that is part o f the 0718-0720 operon vraFG. 
Gene SACOL0720 was not printed on the initial DNA array but was indeed detected by qPCR 
in in vivo samples and after S. aureus was grown in milk in vitro (data not shown).
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Interestingly, the putative toxin SACOL0442 was more expressed in vivo than in fresh milk in 
vitro, suggesting it may be specifically expressed during infection of the cow. Finally, 
additional qPCR analyses were performed to determine if the genes that were expressed in 
vivo and in milk could be specifically induced by anaerobic conditions. Expression of 
SACOL2325, SACOL0720 and SACOL0442 did not seem to be specifically modulated by a 
low oxygen environment (Figure S4).
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Figure 2. Identification of stimulus for expression of four genes expressed during IMI. 
Quantitative PCR was used to confirm the expression of genes SACOL2171, SACOL2325, 
SACOL0718 and SACOL0442, using RNA samples from the four S. aureus isolates collected 
from cow 307 at days 8 and 14 and from cow 5325 at day 10 of infection. The number of 
independent bacterial samples available for testing is indicated below the bars (n). Detailed 
qPCR ratios obtained for each individual sample are presented in Table A3. The expression 
o f the four genes was compared to that measured in S. aureus cultivated in broth (MHB) 
supplemented with iron (iron-rich broth in vitro), in iron-restricted MHB (iron-limited broth in 
vitro), and in freshly collected non-mastitic milk in vitro (fresh milk in vitro). All results are 
normalized using the level o f expression o f gyrB and are presented as the LoglO value of each 
ratio. Significant differences between the median and 0 (an absence of modulation of the gene) 
are shown (**, P < 0.01; ***, P  < 0.001; one sample t-test).
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SACOL0005 gyrB GGTGCTGGGCAAATACAAGT 
SACOL0006 gyrA CATTGCCAGATGTTCGTGAC 
SACOLO66O adh GTTGCCGTTGGTTTACCTGT 
SACOL0222 Idh GGTGTTGC AATGGG ATT AGC 
SACOL0442 CATACACAGTTGCTGGCAGAG
SACOL0720 vraC  GTCATGGCAATCATTTCAGC 
SACOL2325 CATCTCGGCTTAGGTTACGC
TCCCACACTAAATGGTGCAA
CACCAACGATACGTGCTGAT
TTCAGCAGCAAATTCAAACG
TGTGCGAACTTGCTTTGTTC
CAAGCCATAGGAAATATGAGCA
GTAACGTCGTGTGGTGCAGT
TTTTTCGGCCT A AGTTT GG A
Figure S4. Quantitative PCR analyses of genes expressed by S. aureus under anaerobic 
growth. S. aureus was grown in an anaerobic condition prior to RNA extraction and qPCR. 
The expression of genes SACOL0442, SACOL0720 and SACOL2325 was analyzed for strain 
SHY97-3906, 3, 557 and 1290. Data are represented as the mean value for all strains (A). The 
expression ratio of control genes for each condition was also analyzed and the sequence of 
primers used is listed in B. Method: For anaerobic growth, bacteria were first grown in MHB 
in an orbital shaker (225 RPM) at 35°C. At an A600nm of 0.6 (approx. 1 x 108 CFU/mL), the 
culture was divided in two to compare aerobic and anaerobic conditions. After 1 h, 5 mL of 
each culture were treated with RNAprotectTM for 10 min before harvesting the cells by 
centrifugation. RNA extraction and qPCR experiments were performed as described in the 
Materials and Methods section. Results were normalized using gyrB expression.
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3.4 Infection with mutants
Mutants for genes SACOL0442 and SACOL0720 (vraG) were produced by gene replacement 
(mutant named A442a) and by intron insertion (mutants A442b and A720). SACOL0442 was 
mutagenized by two different methods to filter out phenotypes that could be generated by one 
methodology or the other and consequently to validate results commonly obtained from both 
mutants. For the vra operon, SACOL0720 was chosen as the target of mutagenesis because 
the surface-exposed permease protein of the ABC transporter represents a better option for an 
eventual immunotherapy than the ATP-binding protein SACOL0718. The mutants were 
generated from the S. aureus parental strain ATCC 29213 that could be easily transformed by 
electroporation, a step that could not be successfully achieved using our 1MI isolates.
Prior to experimental 1M1 with the mutants, their growth phenotypes, compared to the parental 
strain, were evaluated in broth and in freshly collected milk in vitro (Figures 3A and B). No 
difference between the growth of the three mutants and the parental strain was observed in 
broth or in milk. The hemolytic capacity of the mutants and the parental strain were also 
evaluated on blood-agar (Figure 3C) and again, no difference was observed between the 
mutants and the parental strain suggesting that the virulence gene regulator system Agr of 
these bacteria was not affected by the engineered mutations or other mutations that could have 
been spontaneously generated (George and Muir, 2007). On the basis of in vitro growth and 
hemolytic activity, no phenotypic difference was observed between the mutants and the 
parental strain in vitro. To follow up these results, each of eight healthy lactating cows was 
inoculated with the parental strain and the three mutants. More precisely, the inocula were 29 
± 5, 26 ± 5, 29 ± 7 and 130 ± 3 CFU for the parental strain and mutants A442a, A442b and 
A720, respectively. All three mutants showed a statistically significant reduction o f bacterial 
counts in mastitic milk compared to the parental strain (Figure 4A). The milk from quarters 
infected with mutants A442a and A720 was of better quality with a significantly higher 
concentration of lactose and better milk appearance, and the milk from the quarters infected 
with A442a showed lower SCC than the parental strain (Figure 4B). Overall, the virulence of
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the mutants was attenuated compared to that of the parental strain. An image of a cow 
response to infection by the parental and mutant strains is shown in Figure 4, with the parental 
strain showing clinical signs of infection such as swelling and the presence of blood in the 
milk (Figure 4C and 4D, respectively). These results demonstrate the importance o f the 
putative exotoxin SACOL0442 and o f the ABC transporter component SACOL0720 for 
efficient growth in the mammary gland environment.
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Figure 3. In vitro growth and hemolytic activity of the parental and mutant strains. In vitro 
growth curves in BHI (A) and in freshly collected non-mastitic milk (B) were done for the
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parental strain ATCC 29213 (open circle), mutant A442a (black square), A442b (black 
triangle) and A720 (black inverted triangle). The growth curves were obtained using two 
inocula: a low (102 CFU/mL) or high (107 CFU/mL) starting inoculum size (left and right 
panels, respectively). The hemolysis of parent and mutant strains was compared on a blood- 
agar plate (C).
A
-A- Parent ,\442a *  A442b ♦  A720
LL
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Days post-infection
B
Mutants compared to parent strain 
______________ A442a A442b Û720
CFU 4, ** 4, * 4  ^ ***
SCC 4' ***
Lactose 1 '** -  I '*
Milk aspect *  - ________ ' f  ♦
Figure 4. S. aureus mutants for genes SACOL0442 and SCOL0720 show attenuation of 
virulence during bovine IMI. The bacterial counts of the parental strain ATCC 29213 and
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mutants À442a, A442b and A720 during the 21 days o f experimental IMI in 8 cows are shown 
as least squares means ± SEM (A). Differences between the mutants and the parental strain for 
overal CFU counts in milk, SCC, lactose concentration in milk and for the aspect of milk from 
infected quarters were determined by ANOVA as described in the Materials and Methods 
section (*, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001) (B). A reduction of CFU and SCC per 
milliliter o f milk, an increase of lactose concentration and an improvement of the milk aspect 
(blood, clots, and texture) were all signs of virulence attenuation. In (C), the left posterior 
quarter o f the mammary gland, infected with the parental strain ATCC 29213, shows swelling 
and presence of blood in milk (D), whereas no clinical signs of infection could be observed in 
the other quarters infected with the three mutants.
4. Discussion
This study represents the first attempt to identify some genes expressed by S. aureus during 
bovine IMI by using the most relevant experimental model system; the cow. As most bacterial 
genes are regulated at the transcriptional level, we have used a DNA array technology as well 
as quantitative PCR to explore and pick-up insights on S. aureus genes that are expressed in 
the mammary gland environment. Many studies have demonstrated that in vitro transcriptomes 
of pathogenic bacteria were significantly different from their transcriptomes in vivo as in vivo 
biotic and abiotic environmental signals often direct gene expression (Hughes and Sperandio,
2008). An obvious characteristic that is absent in in vitro studies is the large increase in host 
somatic cells that occurs in milk in response to infection, as was observed in all eight of our 
experimentally infected cows.
Given the cows’ variability in genetic background, age, stage o f lactation, history of previous 
IMI, etc., it was not surprising to observe different infection profiles characterized by a 
varying degree of bacterial and somatic cell counts in milk. Some cows allowed high bacterial 
counts and others very low (Figure 1A). Despite these differences, all the cows failed to 
eliminate S. aureus from the mammary gland. This was anticipated since S. aureus IMI often 
results in persistent infections (Anderson and Lyman, 2006). We expected that strains
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originating from dry-cow persistent IMI (strains 3, 557 and 1290) would present some 
distinctions in their infection profiles in comparison to strain SHY97-3906. However, from 
statistical analysis, the most important factor determining the number of bacteria in milk was 
the cow (host). This might explain some of the difficulties encountered in epidemiological 
studies aimed at the characterization o f strains causing persistent, acute or subclinical mastitis. 
It is now clear that information on the individual host susceptibility to infection will need to be 
integrated in such studies.
Using cows as the experimental model, we were able to obtain samples for four different 
mastitis isolates grown in vivo during an IMI. The genes identified on microarrays as being 
expressed by S. aureus cells recovered from cows were those with the strongest hybridization 
signals, i.e. stronger than the mean hybridization signal of all the genes on the array. It is 
however essential to clarify that it does not necessarily warrant their implication in 
pathogenicity or in vivo survival. Genes with a strong and sustained expression during IMI and 
that are commonly expressed by more than one mastitis isolates, can however be most 
certainly considered as possible vaccine candidates or drug targets. To this effect, we have 
recently shown that the gene guaA, which was strongly expressed by all S. aureus isolates in 
our experimental IMI (Table S2) and whose expression is controlled by a guanine riboswitch, 
can indeed represent a good target for chemotherapy (Mulhbacher et al., 2010; Ster et al., 
2012).
In milk, as in most mammalian hosts, the availability of iron for bacterial growth is limited 
since most iron is bound to host’s proteins such as lactoferrin (in milk), transferrin, and 
hemoglobin. S. aureus and other bacteria have developed different strategies to fulfill their 
needs for iron. The predominant source of iron used by S. aureus during IMI is still unknown 
and doesn’t seem to be directly supported by the host’s protein lactoferrin, the main iron- 
binding protein found in milk (Diarra et al., 2002). In this report we identified several iron- 
regulated genes expressed by the four mastitis isolates during IMI, and one was chosen for 
further analysis. The gene SACOL2171, with a putative siderophore biosynthesis function, 
was expressed in multiple samples. The siderophores are low-molecular-mass molecules that
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are synthesized and excreted by the bacteria to chelate iron from the environment to allow its 
assimilation (Andrews et al., 2003). Quantitative PCR analyses showed that this gene was 
indeed most likely expressed in response to iron restriction during the experimental infection 
(Figure 2). The precise function and importance of SACOL2171 still remain to be 
determined.
Another gene expressed by S. aureus during experimental IMI was SACOL0442. From 
sequence homology, this gene was identified as a putative enterotoxin, thus having putative 
superantigenic properties. We discovered that this gene is expressed far more during infection 
in the cows than during growth in vitro in fresh milk or in broth (Figure 2). These results 
suggest that the regulation o f expression of this gene specifically responds to the host’s 
environment. An interesting example o f such a bacterial response to host factors has been 
observed in S. aureus grown in excess of heme, a biotic factor that provoked the up-regulation 
of many superantigen-like toxins and the down-expression of cytolytic toxins (Stauff et al„ 
2008). The latter study did not however specifically report the up-regulation of gene 
SACOL0442, nor did other extensive studies on the transcriptional responses of S. aureus to 
heat and cold shocks, to manganese or zinc starvation or as part of the stringent or SOS 
responses (Anderson et al., 2006; Corbin et al., 2008). Additional attempts to stimulate 
expression o f SACOL0442 in an anaerobic environment also failed here (Figure S4). Further 
studies are thus needed to identify the specific stimulus responsible for the observed 
expression o f SACOL0442 during bovine IMI.
The 5. aureus operon vraFG (SACOL0718-720) was among other genes expressed by S. 
aureus in the mammary gland environment. The gene SACOL0718 was further investigated 
and was shown to be up-regulated in both fresh milk in vitro and in milk recovered from the 
infected cows. The operon vraFG codes for an ABC transporter with a probable role in both 
antibiotic resistance (Cui et al., 2005; Kuroda et al., 2000) and in resistance to cationic 
antimicrobial peptides such as indolicidin isolated from bovine neutrophils (Li et al., 2007). 
Noteworthy, vraFG is under the regulation of the two-component regulatory system GraRS. It 
was reported that the expression of two key determinants (mprF and dit) of the bacterial net
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positive surface charge is dependent on the co-transcription of both graR and vraG. When the 
net positive charge at the surface is altered, an increased susceptibility to cationic peptides is 
observed (Yang et al., 2012). In our microarray experiments, dit was also found to be 
expressed. Altogether, these results suggest that vraFG expression could be explained by the 
presence of host’s defence factors in milk that triggers such resistance mechanisms in S. 
aureus. It is the first time that the expression of vraFG has been reported in a relevant animal 
model for IMI. Besides, expression of the putative transcriptional regulator SACOL2325 was 
also modulated by the milk environment (Figure 2). SACOL2325 may be involved in the 
regulation of several S. aureus genes during growth in milk and may also be important during 
mastitis. This needs to be further explored.
Some bovine strains may carry additional genes or gene polymorphisms that help 
transmissibility, persistence or increased virulence for the bovine host {e.g.. host-specific 
leukotoxins) but interestingly here, the putative enterotoxin gene SACOL0442, the vraFG 
operon (SALCOL718-720) as well as the gene guaA (this study, and (Mulhbacher et al., 
2010), are examples o f genes that are highly conserved among sequenced strains from 
different lineages and that seem to be necessary to achieve a productive infection. To verify 
the importance of genes SACOL0442 and SACOL0720 (vraG), these were targeted for 
mutagenesis. In experimental IMI, the two mutants for SACOL0442 and the mutant for 
SACOL0720 showed a significant attenuation of growth in vivo (Figure 4). Additional 
indicators of virulence attenuation were also seen for all or some o f the mutants such as a 
lower SCC, better milk composition (higher lactose content) and the absence of clots or blood 
in the milk. The lower lactose content of milk seen with the parental strain can be attributed to 
the inflammation that results into changes in the permeability of the epithelium of the 
mammary gland thus leading to leakage of some milk components like lactose into the blood 
circulation and the presence of blood components, such as serum albumin, into the milk 
(Harmon, 1994). S. aureus can produce a wide variety o f virulence factors with redundant 
functions that can compensate for the loss of one gene product (Schaffer and Lee, 2009). For 
this reason, it was exciting to identify genes that, alone, seemed to contribute to some extent to 
the virulence o f S. aureus during IMI. At the experimental level, it was also impressive to be
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able to measure such statistically significant differences between the mutants and the parental 
strain (e.g., differences in CFU/mL of milk during the course of the infection) since the 
outcome of experimental infections is highly variable and mostly dictated by the cow’s 
characteristics. The fact that the mutants did not show a reduced growth in broth or fresh milk 
in vitro provided further support to the relevance o f our approach to identify genes important 
for 5. aureus during bovine IMI. Since we did not have a phenotype to complement in vitro 
and since experimental infections are very costly and quite a challenge to achieve, we did not 
immediately consider complementation studies for this first attempt in the identification of 
genes important for S. aureus during IMI.
5. Conclusion
In summary, using the cow as the experimental model, we have developed a method which 
allowed the identification of some genes expressed by S. aureus during mastitis. Among those 
genes were SACOL0442 and SACOL0718-720 for which their importance for S. aureus 
virulence was validated through mutagenesis and experimental bovine IMI. Our short list of
S. aureus genes expressed during IMI now offers a selection o f relevant candidate 
genes/proteins for additional investigations and could be considered in future vaccine 
compositions. Thus far, no vaccine development was attempted using S. aureus components 
for which expression was validated during bovine IMI and this work may bring new 
opportunities. The development of a vaccine that tackles specific pathogens like S. aureus in 
the agri-food sector would be most welcome.
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CHAPITRE 3
NOVEL RIBOSWITCH LIGAND ANALOGS AS SELECTIVE INHIBITORS OF 
GUANINE-RELATED METABOLIC PATHWAYS.
3.1 Introduction de l’article scientifique
L’article suivant rapporte le travail effectué par Jérôme Mulhbacher, stagiaire post-doctoral du 
laboratoire de Daniel Lafontaine Ph.D. de l’Université de Sherbrooke. On y décrit une 
nouvelle classe d’antibiotique prometteuse qui fait l’objet d’une application de brevet 
d’invention dans lequel François Malouin Ph.D. et moi-même sommes inventeurs.
Alors que mon étude transcriptomique de S. aureus durant la mammite bovine évoluait, nous 
avons pu faire un lien entre un de mes résultats et ceux des recherches de J. Mulhbacher. En 
effet, j ’ai identifié un gène hautement exprimé par S. aureus lors de la mammite, guaA. Ce 
gène est sous le contrôle d ’un riborégulateur à guanine pour lequel J. Mulhbacher a découvert 
un ligand agoniste qui avait des propriétés antimicrobiennes. Mes résultats d’expression du 
gène guaA, qui sont inclus dans cet article, a donc permis d’associer les trouvailles de J. 
Mulhbacher à une application concrète de cette nouvelle classe d’antibiotique : le traitement 
des mammites bovines.
Plus concrètement, la contribution de chaque auteur s’est distribuée ainsi : Conception des 
expériences : JM, LCF, FM et DAL ; réalisation des expériences : JM, EB, MA et FM ; 
Analyse des données : JM, LCF, DAL ; Écriture de l’article : JM, LCF, FM, DAL.
Référence de l’article :
Mulhbacher J, Brouillette E, Allard M, Fortier LC, Malouin F, Lafontaine DA. 2010. Novel 
riboswitch ligand analogs as selective inhibitors of guanine-related metabolic pathways. PLoS 
Pathog. 6(4):e 1000865.
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3.2 Résumé en français de l’article
Les riborégulateurs sont des éléments régulateurs qui modulent l’expression de gènes en 
réponse à la liaison d’un métabolite spécifique. Il a été récemment rapporté que des molécules 
agonistes pouvaient avoir des propriétés antimicrobiennes en se liant au riborégulateur. Les 
riborégulateurs à guanine sont impliqués dans la régulation du transport et de la biosynthèse 
des purines, leur rôle étant par conséquence critique dans les réserves cellulaires de 
nucléotides. Suivant la liaison de la guanine, une structure non traduite d’ARNm en 5' du 
riborégulateur est stabilisée, ce qui cause une diminution de la transcription du gène localisé 
en aval. En principe, n’importe quelle molécule agoniste visant le riborégulateur à guanine 
pourrait avoir cet effet inhibiteur de la transcription, même si la cellule est carencée en 
guanine. Les antibiotiques visant les riborégulateurs constituent une nouvelle classe 
d’antimicrobiens qui peuvent être développés rationnellement en se basant sur la structure 
cristallographique des riborégulateurs. Ceci dit, nous avons identifié un composé pyrimidine 
(PCI) qui se lie au riborégulateur guanine et qui démontre une activité antimicrobienne contre 
une sous-population d’espèce bactérienne, incluant des bactéries pathogènes causant des 
infections nosocomiales. Cette spécialisation de l’effet antimicrobien est dépendante du fait 
que le gène guaA, codant pour une GMP synthétase, doit être sous le contrôle du 
riborégulateur guanine. Parmi les souches bactériennes testées, plusieurs souches cliniques 
multi-résistantes aux antibiotiques étaient inhibées, suggérant que PCI emprunte une voie 
métabolique différente. Comme preuve de principe, nous avons utilisé un modèle murin 
d’infection intra-mammaire pour démontrer la corrélation directe entre l’administration de 
PCI et la réduction du compte bactérien dans les glandes mammaires. Ce travail ouvre la 
possibilité de mettre à profit l’état des connaissances structurales actuelles pour développer de 
nouveaux antibiotiques puissants et sélectifs qui visent le riboswitch guanine. Plus 
particulièrement, cette trouvaille est cruciale dans le traitement des infections bactériennes 
transmises dans la communauté qui ont récemment commencé à émerger.
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3.3 Novel Riboswitch Ligand Analogs as Selective Inhibitors of Guanine-Related 
Metabolic Pathways
Jérôme Mulhbacher,1 Eric Brouillette,1 Marianne Allard,' Louis-Charles Fortier,2 François 
Malouin,1* and Daniel A. Lafontaine1*
'Département de biologie, Faculté des sciences. Université de Sherbrooke, Sherbrooke, 
Québec, Canada
-y
“Département de microbiologie et d'infectiologie, Faculté de médecine et sciences de la santé. 
Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada
Abstract
Riboswitches are regulatory elements modulating gene expression in response to specific 
metabolite binding. It has been recently reported that riboswitch agonists may exhibit 
antimicrobial properties by binding to the riboswitch domain. Guanine riboswitches are 
involved in the regulation of transport and biosynthesis of purine metabolites, which are 
critical for the nucleotides cellular pool. Upon guanine binding, these riboswitches stabilize a 
5 -untranslated mRNA structure that causes transcription attenuation of the downstream open 
reading frame. In principle, any agonistic compound targeting a guanine riboswitch could 
cause gene repression even when the cell is starved for guanine. Antibiotics binding to 
riboswitches provide novel antimicrobial compounds that can be rationally designed from 
riboswitch crystal structures. Using this, we have identified a pyrimidine compound (PCI) 
binding guanine riboswitches that shows bactericidal activity against a subgroup o f bacterial 
species including well-known nosocomial pathogens. This selective bacterial killing is only 
achieved when guaA, a gene coding for a GMP synthetase, is under the control o f the 
riboswitch. Among the bacterial strains tested, several clinical strains exhibiting multiple drug 
resistance were inhibited suggesting that PCI targets a different metabolic pathway. As a 
proof of principle, we have used a mouse model to show a direct correlation between the 
administration o f PCI and the reduction of Staphylococcus aureus infection in mammary
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glands. This work establishes the possibility o f using existing structural knowledge to design 
novel guanine riboswitch-targeting antibiotics as powerful and selective antimicrobial 
compounds. Particularly, the finding o f this new guanine riboswitch target is crucial as 
community-acquired bacterial infections have recently started to emerge.
Author Summary
During the last 30 years, bacterial resistance to antibiotics has become a major problem. This 
situation is partly because today’s antibiotics are mainly based on a limited selection of 
chemical scaffolds, which makes it easier for bacterial pathogens to quickly develop resistance 
against new drug derivatives. This recurrent problem of multiple drug resistance implies a 
constant need to search for novel microbial targets and to modulate their activity using 
artificial molecules. Riboswitches are newly discovered gene regulatory elements that 
represent attractive targets for antimicrobial drugs. Riboswitches are RNA structures located 
in untranslated regions o f messenger RNAs that regulate the expression of genes involved in 
the transport and metabolism of small metabolites. We have identified a new antibiotic 
specifically targeting riboswitches found in a subgroup of bacteria including Staphylococcus 
aureus and Clostridium difficile, which are nosocomial pathogens responsible for a significant 
mortality rate in hospitals, and increased health care costs. The riboswitch controls the 
expression o f guaA that appears essential for virulence in the mammalian host. A murine 
model was used as a proof o f principle to show that such an antibiotic could inhibit the growth 
o f S. aureus in a mammal. Our work provides new insights into the discovery and design of 
novel antimicrobial agents against bacterial pathogens.
Introduction
Multiple drug resistance (MDR) has been a growing problem during the last decade, partly 
due to excessive use o f antibiotics in human medicine and food animal production. MDR also 
stems from the fact that drug design has been largely based on limited chemical scaffolds 
leaving an opportunity for pathogens to circumvent antibiotic action
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mechanisms ( 1 ). Staphylococcus aureus and Clostridium difficile art nosocomial pathogens 
responsible for a significant mortality rate in hospitals and increased health care costs (2). 
Recently, community-acquired methicillin-resistant S. aureus (MRSA) infections have 
emerged and are commonly responsible for skin and soft-tissue infections that may rapidly 
evolve in severe and life-threatening infections (3,4). Moreover, some emerging clones were 
shown to be resistant to vancomycin, which is considered as the last chance antibiotic (5). The 
pathogen C. difficile has also dramatically increased the hospital-associated deaths in recent 
years due to the MDR emergence and spreading of the hypervirulent and high toxin-producing 
strain BI/NAP1/027 (4,5,6). This particular strain is spreading in North America and Europe 
with currently little therapeutic solutions besides the use of metronidazole and vancomycin, 
which are increasingly associated with relapses and poor treatment outcome (7).
Previous attempts to discover alternative antibacterial drugs targeting RNA were mainly based 
on a fortuitous interaction between an exogenous ligand and its RNA target (1,8,9,10). 
Metabolite-responsive riboswitches represent a novel solution to MDR since they could be 
considered as antimicrobial targets when agonistic ligands are employed as demonstrated for 
lysine, thiamine pyrophosphate (TPP), flavin mononucleotide (FMN) and guanine responsive 
riboswitches (1,11,12,13,14,15). In the case of lysine and TPP riboswitches, previously 
described ligand analogs were reported to have a multitude of cellular effects in addition to 
inhibition of gene expression via riboswitch binding (16,17,18,19). Pleiotropic effects were 
also observed for compounds targeting the guanine riboswitch and at least one analog was 
reported to be possibly incorporated in DNA during replication (15,20). Thus, while it is of 
interest to select antibiotics that are chemically distinct from natural ligands to avoid cellular 
efflux or chemical modification, it is important to consider that these chemical differences will 
potentially help avoid patient toxicity due to off-target binding. It is also important that the 
antibiotic provokes a bacteriostatic or bactericidal effect either by targeting a single gene, or a 
collection o f genes, that are necessary for growth, or essential for bacterial survival or 
virulence. Thus, because modified pyrimidines can specifically bind the purine riboswitch 
with affinities in the low nanomolar range (21), they make excellent candidates to target 
purine riboswitches which are likely potent drug targets given their role in regulating purine
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metabolic pathways (Figure SI). For instance, the inactivation of the £  coli GMP 
synthetase guaA leads to guanine auxotrophy (22) whereas the inactivation of the B. 
subtilis IMP dehydrogenase guaB is lethal (23). Here we show that the guanine riboswitch 
in S. aureus and C. difficile controls the expression of guaA and that this gene appears 
essential for virulence in a murine model.
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Figure SI. Guanine and guanine-related metabolic pathways in different bacterial 
species. Guanine riboswitch-regulated genes are shown using a color scheme where Bacillus 
subtilis, Clostridium difficile and Staphylococcus aureus are indicated in green, orange and 
blue, respectively. Dashed lines represent metabolite membrane transporters. The synthesis of 
GMP is highly dependent upon guaA and guaB, which respectively encodes a GMP synthetase 
and an IMP dehydrogenase. While guaB has been shown to be essential in B. subtilis (23), 
mutations in guaA have been reported to make cells auxotroph for guanine (22). The 
importance of guaA and guaB has also been observed during bacterial infections in murine and
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porcine models (36,37). Thus, guaA and guaB encode two enzymes critical for guanine 
nucleotide biosynthesis and reduction of their expression via riboswitch action is very likely to 
produce bacterial growth inhibition.
Results 
Pyrimidine-based antibiotics modulate the guanine riboswitch activity
Guanine-sensing riboswitches are members of the purine riboswitch class, which also 
comprises adenine and 2'-deoxyguanosine (24). The guanine riboswitch negatively regulates 
transcription elongation at high guanine concentration in Bacillus subtilis (25) (Figure 1A). 
The guanine aptamer is organized around a three-way junction connecting three helices, in 
which a critically important nucleotide is involved in a Watson-Crick base pair interaction 
with the bound ligand (25) (Figure IB). The ligand binding site contains a cavity in which the 
metabolite is completely surrounded by RNA contacts suggesting that most atomic positions 
are important for the formation of the native ligand-RNA complex (26,27). By using 
appropriate aminopyrimidines, it is also possible to recreate the correct network of hydrogen 
bonds required to ensure proper complex formation as previously shown for the adenine 
riboswitch (21). Thus, by taking advantage of the fact that purine riboswitches efficiently bind 
pyrimidines, it may be possible to design novel antibiotics that bind to guanine riboswitches 
and therefore inhibit bacterial growth.
Pyrimidine-based molecules that could fit into the guanine riboswitch aptamer binding site 
were selected based on molecular modeling of crystal structures (26,27) (Figure 2A). Using 
this approach, we identified two pyrimidine compounds 2,5,6-triaminopyrimidin-4-one (PCI) 
and 2,6-diaminopyrimidin-4-one (PC2) that satisfied defined criteria such as geometrical 
constraint, hydrogen bonding pattern and molecule planarity (Figure 2B). As opposed to 
guanine, PCI and PC2 lack one aromatic ring, making them electronically distinct from 
guanine despite their similarity to guanine in terms of H-bond donating and accepting 
potential. Next, using the established in-line probing assay (25,28), we monitored PC1/PC2-
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induced riboswitch conformational changes (Figure 2C). In absence of ligand, several 
cleavage products that map to previously reported single-stranded regions were 
observed (25,28). However, a cleavage reduction consistent with a reorganization of the 
structure upon ligand binding was observed in the core domain in presence of guanine (Figure 
2C). In-line probing assay with PCI and PC2 instead of guanine showed an identical cleavage 
pattern for both pyrimidine compounds and guanine, suggesting that the core is reorganized 
similarly in presence of these compounds, consistent with the recently reported pyrimidine- 
bound riboswitch crystal structure (21 ).
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Figure 1. The structure of the guanine riboswitch. (A) Scheme representing the guanine 
riboswitch secondary structures in absence (ON state) or in presence (OFF state) of guanine. 
The formation of a guanine-riboswitch complex results in the adoption of an intrinsic 
terminator element that prematurely stops transcription. (B) Consensus sequence and 
secondary structure of the guanine riboswitch aptamer. Nucleotides indicated in blue, orange 
and green represent nucleotides that are conserved >90% and those colored in black are 
conserved >80% (28). Nucleotides and lines in blue and in green indicate interactions with the 
ligand via hydrogen bonding and base stacking, respectively. The cytosine 74 which confers 
ligand binding specificity is shown in orange and the bound guanine is shown as a red rounded 
rectangle.
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Figure 2. Guanine riboswitch agonists can be used to modulate gene expression. (A)
Hydrogen bonds (left panel) and stacking interactions (right panel) formed between the bound 
guanine and the guanine riboswitch (26,27). Oxygen, nitrogen, and phosphorus atoms are in 
red, blue, and yellow, respectively (left panel). Nucleotides follow the color scheme used 
in Figure IB. Figures were prepared using PyMol (DeLano Scientific, San Francisco, CA, 
USA). (B) Molecular recognition features for guanine (G) and predicted ones for PCI and 
PC2. Blue and red arrows represent hydrogen bond acceptors and donors, respectively. (C) In­
line probing assays of the B. subtilis xpt riboswitch in the absence (-) or in the presence (+) 
of 1 pM guanine (G), and 1 pM or 10 pM for both PCI and PC2. Sites of substantial ligand- 
induced protections (positions 49-54) are assigned on the right by a vertical bracket. Lanes 
NR, L and T1 correspond to molecules that were not reacted or that were partially digested by 
alkali or by RNase T l, respectively. Guanines are identified on the left as molecular weight 
markers. (D) The beta-galactosidase activity of a xpt-lacZ transcriptional fusion construct 
integrated in the genome of B. subtilis by recombination was assayed after 4 h of growth at
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37°C in minimal medium in presence of the indicated ligand concentrations. Each experiment 
was performed three times and the average as well as standard deviations are shown.
To determine whether PCI and PC2 repress gene expression, we transformed B. subtilis with 
transcriptional fusions in which a guanine riboswitch was fused to a lacZ reporter gene (Figure 
2D). When cells were grown in minimal medium with increasing concentrations o f PCI and 
PC2, beta-galactosidase activity was clearly repressed in a dose-dependent manner suggesting 
a modulation of the guanine riboswitch gene regulation by both molecules. We also performed 
growth inhibition experiments using various concentrations of both PCI and PC2 (Figure S2). 
While growth inhibition was observed in minimal medium, no such inhibition was observed 
using a richer medium such as cation-adjusted Muller-Hinton broth (CAMHB). This selective 
growth inhibition can be explained by PC1/PC2 inhibiting the biosynthesis or transport of 
essential metabolites, which are present in CAMHB but not in minimal medium. For instance, 
it was recently shown that guanine-related compounds can only inhibit B. subtilis growth in a 
minimal medium but not in Luria broth; the growth inhibition was partly attributed to the 
riboswitch-mediated repression of de novo purine synthesis (15).
PCI-dependent bacteria! growth inhibition requires guaA to be riboswitch-regulated
The .5. aureus ATCC 29213 genome contains a unique guanine riboswitch located 
immediately upstream of the xpt gene (Figure S3). Very interestingly, RT-PCR experiments 
identified that the riboswitch controls a four-gene operon consisting 
o fxpt, pbuX, guaB and guaA, thus placing guaA and guaB under the control o f a riboswitch 
in S. aureus (Figure S3). To determine if PCI and PC2 have antibiotic activities by targeting 
the guanine riboswitch in S. aureus, we performed antibiograms with PCI and PC2 as well as 
with three additional molecules having similar structures (compounds 3, 4 and 5). While 
compounds 3 and 5 are structurally very close to PCI and PC2, compound 4 is a guanine 
analog (Figure 3A). Surprisingly, among the five compounds tested, only PCI inhibited 
bacterial growth in Muller-Hinton agar, which is consistent with its ability to modulate 
riboswitch gene expression in B. subtilis (Figure 2D). The absence o f PC2 antibiotic activity is
83
consistent with the "5-fold lower PC2-mediated gene expression modulation in B. subtilis, 
which may result from the lower number of riboswitch-ligand interactions (Figure 2B). The 
binding affinity of PCI suggests that the guanine riboswitch can tolerate modifications on the 
ligand pyrimidine ring that are not strongly deleterious for complex formation (—100 nM vs 
~5 nM for PCI and guanine, respectively). The binding affinity of PCI is very similar to that 
of hypoxanthine, which is a naturally occurring guanine analog (25).
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Figure S2. B. subtilis growth is inhibited by PCI acting as a guanine riboswitch 
antibiotic. (A) Minimal inhibitory concentrations (MIC) of PCI and PC2 against B. subtilis. 
The MICs were determined using a microdilution method in 96-well plates. Bacteria were 
inoculated at l0 5CFU/mL in cation-adjusted Muller-Hinton broth (CAMHB) or in minimal 
media (MM) and incubated at 37°C for 24 h. MIC values o f 1250 pg/mL and 5000 pg/mL 
were respectively obtained for PCI and PC2 in MM, but no growth inhibition was observed in 
CAMHB. (B) PCI modulates riboswitch activity in CAMHB in a dose-dependent manner.
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Beta-galactosidase activity of a xpt riboswitch-ZacZtranscriptional fusion construct integrated 
by recombination in the genome of B. subtilis was assayed after 4 h of growth at 37°C in 
CAMHB in the absence or presence of the indicated ligand concentrations. This confirms that 
PCI can modulate riboswitch activity in a relatively rich media such as CAMHB and not only 
in a minimal media (Figure 2D), where growth inhibition is observed. Each experiment was 
performed three times and the average as well as the SD are shown.
Figure S3. Schematic representation of the S. aureus xpt-pbuX-guaB-guaA operon 
controlled by the guanine riboswitch. (A) The predicted number o f nucleotides for each 
intergenic region is shown. (B) RT-PCR of intergenic regions performed using total RNA. 
Note that an amplification product is obtained in all cases indicating thatxpt, pbuX, guaB 
and gitaA are included in an operon controlled by the guanine riboswitch. RNA was extracted 
from lysate using a Quiagen RNeasy kit and treated with DNase I in presence of RNase 
inhibitors. Following this, 1 pg was used for reverse transcription with 200 units of 
Superscript II (Invitrogen), using 100 pmoles of a DNA oligonucleotide used as a primer. The 
reaction was performed at 42°C for 1 h and used in a PCR reaction using an appropriate 
forward primer. Lane L represents a 100 bp ladder with the number of base pairs indicated for 
each band. Lanes xpt-pbuX, pbuX-guaB and guaB-guaA represent PCR reactions amplifying 
corresponding intergenic regions.
A S. aureus guanine riboswitch operon
B  RT-PCR experimental setup
Expected su e  1— 1 -----
of PCR products 196 nt 260 nl 151 nt
85
To explore the antibacterial activity spectrum of PCI, we used several Gram-positive bacterial 
species which are potential human pathogens containing guanine riboswitches. O f the 15 
species tested, 9 showed marked cellular growth inhibition, including MDR strains and the C. 
dijjicile CD6 isolate representing the hypervirulent NAP1/027 strain (Figure 3B). 
Interestingly, when analyzing guanine riboswitch-regulated genes, we observed that all PC1- 
responsive strains had guaA under riboswitch control whereas the PCI-unresponsive ones did 
not employ riboswitch regulation to control guaA. The best example of this correlation is that 
while 16S rDNA sequence analysis indicates that B. subtilis and Bacillus halodurans are very 
closely related species (29), B. halodurans has a guaA-controlled riboswitch and is sensitive to 
PCI whereas B. subtilis lacks agwa^-controlled riboswitch and is resistant to PCI. 
Antibiogram results also showed that strains exhibiting pronounced MDR phenotypes are 
sensitive to PCI suggesting that the antimicrobial activity does not involve action mechanisms 
common to other known antibiotics.
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Figure 3. S. aureus growth inhibition requires guaA to be under a riboswitch control. (A)
Antibiograms performed on the S. aureus ATCC 29213 strain using 75 pg of PCI (1, #1690),
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PC2 (2), 2-amino-4-hydroxy-6-methylpyrimidine (3), 9-methyl guanine (4), 5-bromo-6- 
methyl pyrimidine (5) and PBS as control (6). Chemical structures of PCI and PC2 are shown 
in Figure 2B. (B) PCI antibiograms using bacterial strains with guanine riboswitches. While 
PCI-insensitive strains do not have guaA under a riboswitch control (Bs: Bacillus subtilis, 
Ef: Enterococcus feacium, Lm: Listeria monocytogenes, STRpy: Streptococcus pyogenes, 
STRd: Streptococcus dysgalactiae and STRu: Streptococcus uberis), PCI-sensitive strains 
control the guaA gene expression via a riboswitch mechanism (Bh: Bacillus halodurans, 
STAa: S. aureus ATCC 29213, STAh: S. haemolyticus, SA228a: S. aureus resistant to beta- 
lactam, erythromycin, ciprofloxacin, gentamicin and tetracycline but susceptible to 
vancomycin, MRSA COL: methicilin resistant S. aureus COL, STAeiS.
epidermidis, Cb: Clostridium botulinum, CD630: C. difficile strain 630, CD6: C. 
difficile representing the hypervirulent NAP1/027 strain). (C) Influence of GMP on PCI 
bacterial growth inhibition. Spots from serial dilutions o f S. aureus cultures in cation-adjusted 
Muller-Hinton broth (CAMHB) in absence or presence of 600 pg/mL PCI or 600 pg/mL PCI 
supplemented with 100 pM GMP.
Because our data suggest that PCI acts by repressing the GMP synthetase guaA, we reasoned 
that the PCI inhibitory activity should be reduced by GMP supplementation. S. aureus cells 
were thus grown with or without supplemented GMP, and colony forming units (CFU) were 
determined following serial microdilutions (Figure 3C). As predicted, bacterial growth 
inhibition was relieved when GMP was provided to cells grown in presence of PCI for 2 h or 
4 h, supporting the hypothesis that bacterial growth inhibition is caused by the riboswitch- 
mediated guaA gene repression that results in GMP cellular depletion.
The PCI specificity was also confirmed using the Gram-negative bacterium Escherichia 
coli ATCC 35695, a strain that does not contain guanine riboswitches. As expected, E. 
coli showed no growth inhibition in presence of PC 1 even when using strains deficient for the 
AcrAB efflux system or having increased membrane permeability (Figure S4). These results 
suggest that the inability of PCI to inhibit E. coli most probably results from guaA not being 
under the control of a guanine riboswitch in E. coli.
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Figure S4. PCI does not inhibit the growth of the Gram negative bacterium E. coli, 
which does not naturally contain guanine riboswitches. The MIC of PCI and other known 
antibiotics against E. coli ATCC 35695 were determined using a broth microdilution method. 
As expected. PC 1 does not show any antibiotic activity toward E. coli ATCC 35695, most 
probably because of the absence of a guanine riboswitch. However, to exclude the possibility 
that the lack of inhibitory activity is due to a poor cell penetration of PCI into E. coli or to an 
active efflux of this compound out of the cells, we also tested PCI activity against two 
isogenic E. coli mutants. While E. coli ATCC 35695 is a standard strain, AcrAB is deficient 
for the multidrug efflux pump AcrAB (43) and Imp has an increased membrane 
permeability (44). Our results show that there is still no inhibitory activity of PCI against any 
of the mutants. Please note that the imp increased membrane permeability is confirmed by the 
antibiotic activity of vancomycin, which is a large glycopeptide molecule for which Gram 
negative bacteria are normally impermeable. Besides, the reduced efflux activity of AcrAB is 
verified from the ability of erythromycin to inhibit bacterial growth. Erythromycin is also able 
to inhibit Imp bacterial growth due to the increased membrane permeability. These results 
indicate that the lack of PCI antibiotic activity toward E. coli is not due to its active efflux by 
the bacteria or its inability to pass through the cell membrane. All concentrations are in pg/mL 
and the chemical structure for PCI is shown in Figure 2B.
Bactericidal activity and specificity of PCI
To further characterize the riboswitch inhibitory action mechanism of PCI, S. aureus cells 
were grown in CAMHB in presence o f various ligand concentrations. We obtained a PCI
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dose-dependent growth inhibition response characterized by a MIC of 0.625 mg/mL (Figure 
4A). PC2 was also used and its antibiotic activity was found to be less efficient than PC 1, as 
observed in B. subtilis (Figure S2). When compared to known antibiotics, PCI was found to 
have an extremely rapid bactericidal activity similar to ciprofloxacin, one of the most 
bactericidal antibiotics (Figure 4B). For instance, a 4 h treatment with PCI led to 6.67±0.58 
and 5.42±1.02 log reductions in CFU/mL compared to the untreated control for cultures of S. 
aureus ATCC 29213 and C. difficile CDS, respectively. When the same experiment was 
repeated by adding either GMP or AMP to the culture for 8 hours, bacterial growth was 
restored by a factor of 103 only in presence of GMP (Figure 4C), suggesting that PCI growth 
inhibition activity is specific to guanine metabolism.
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Figure 4. PCI shows bactericidal activity through cellular GMP depletion. (A) Minimal 
inhibitory concentrations (MIC) determination o f PCI and PC2 on S. aureus strain ATCC
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29213 in CAMHB. MIC values of 600 pg/mL and 5000 pg/mL were obtained for PCI and 
PC2, respectively. (B) Bactericidal activity of PC 1 and other known antibiotics against S. 
aureus as a function o f time. For determination of the bactericidal effect of PCI, bacteria were 
inoculated at 105 CFU/mL in absence (cont) or presence of 0.5 pg/ml. ciprofloxacin (cipro), 
0.5 pg/mL erythromycin (erythro), 1 pg/mL vancomycin (vanco) and 600 pg/mL PCI. The 
concentration of each antibiotic corresponds to their MIC. (C) Bactericidal activity of PCI 
against S. aureus as a function of time in absence (cont) or presence of 600 pg/mL PCI, and in 
presence of PCI with 100 pM GMP or AMP. (D) Relative expression of S. aureus genes 
under the control of a guanine riboswitch when grown in presence of PCI or PCI with GMP. 
Results obtained in presence o f PCI are normalized using xpt gene expression. Bacteria were 
inoculated at 108 CFU/mL in CAMHB in absence or presence of 600 pg/mL PCI with or 
without 100 pM GMP. Each experiment was performed three times and the average as well as 
standard deviations are shown.
To analyze the PCI-mediated riboswitch inhibition on S. aureus gene expression, we 
performed a transcriptomic microarray analysis containing a selection of S. aureus genes 
involved in different cellular processes such as virulence, secretion, general stress responses, 
sensory/regulatory systems, antibiotic resistance, iron transport and general 
biosynthesis (30) (Figure 4D). Among the 468 genes analyzed, 72% were repressed by at least 
two folds when S. aureus was treated with PCI where the 16S rRNA gene was the most 
repressed (Table SI). This result is consistent with a riboswitch-mediatedguaA gene 
expression inhibition leading to GMP cellular depletion and RNA synthesis inhibition. This is 
supported by the low expression of the guanine riboswitch operon (xpt, pbuX, guaB and guaA ) 
as well as the two DNA gyrase subunits (gyrA and gyrB), which were used as housekeeping 
gene controls (Figure 4D). Of all the monitored genes in the microarray analysis, 
only ahpF and ahpC, two genes involved in stress response mechanisms, were activated by the 
PC 1 treatment. However, when 5. aureus was treated with PCI and GMP, the microarray data 
showed an expression profile in which only 21% of the genes surveyed were repressed. 
Whereas the housekeeping gyrase genes were no longer repressed, the expression of the 
guanine riboswitch operon was still reduced, consistent with PCI binding the riboswitch
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operon and inhibiting gene expression. The other repressed genes mainly comprised those 
involved in virulence and cell wall synthesis suggesting that the GMP supplemented cells 
were still under stress (31), which is in agreement with the partial growth rescue observed 
in Figure 4C. GMP is able to rescue PCI-treated cells in a dose-dependent manner (data not 
shown) but its low solubility prevents full recovery at higher doses. It is also probable that 
GMP-related feedback inhibitory mechanisms were responsible for some of the gene 
repression observed (as in the case of the guanylate kinase gmk). Taken together, these results 
are consistent with PCI mainly acting through a riboswitch inhibition mechanism that 
ultimately results in GMP cellular deprivation and S. aureus growth inhibition.
PCI inhibits S. aureus growth in a murine model
Because our data showed that the growth repression activity o f PCI is influenced by the 
presence of GMP, we decided to assess the bactericidal activity o f PCI in a murine mastitis 
model of S. aureus infection, which adequately represents the clinical context. Indeed, in 
addition to morbid nosocomial infections caused by S. aureus, this bacterium is one of the 
major pathogen leading to bovine mastitis, which is the most frequent and costly disease for 
dairy producers with current antibiotic therapies usually failing to eliminate infections from 
dairy herds (32). The antimicrobial activity o f PCI was therefore first tested on several S. 
aureus isolates from mastitic cows, some of which having persisting chronic infections 
(Figure 5A). A bactericidal effect of at least 4 orders o f magnitude was observed after a 4 h 
treatment with PC I. Next, to ascertain that guaA was expressed in vivo and that this gene may 
be important during infection, we monitored the expression level o f guaA by real-time PCR. 
When strain 1290 was grown either in broth culture in vitro or when it was directly isolated 
from the mastitic milk o f infected cows (M. Allard and F. Malouin, in preparation), very 
similar expression levels were found ÎQrguaAmâ  the essential gene gyrB in both 
environments. This suggests that PCI could have an impact on guaA expression in vivo and 
thus be used to treat S. aureus infections.
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Figure 5. PCI inhibits S. aureus clinical isolates in vitro and in vivo. (A) Fold reduction in 
viable counts (loglO CFU/mL) for the reference S. aureus strain ATCC 29213 and for selected 
bovine isolates after a 4 h exposure to PCI as compared to the untreated culture. Newbould 
305 (ATCC 29740) and SHY97-3906 are bovine isolates from typical mastitis cases and 
isolates 3, 557 and 1290 were from cows with persisting intra-mammary infections and 
chronic mastitis. (B) Bacterial counts (CFU) obtained from mice mammary glands 10 h post­
infection with S. aureus. Mice mammary glands were treated (intra-mammary administration) 
4 h after infection with PBS with or without PCI at 10, 50 or 100 pg/gland. Each dot 
represents the CFU of each individual gland (n = 6-12) and the median value for each group is 
indicated by the bar. Statistical differences (P<0.05) between CFU recovered from treated and 
untreated animals are shown by asterisks (non-parametric Kruskal-Wallis ANOVA with 
Dunn's post test).
The proof of concept for the therapeutic efficacy of PCI was established in our murine model 
o f S. aureus-induced mastitis (33). At 4 h post-infection, different concentrations of PCI were 
administered to infected mice that were sacrificed 6 h later (Figure 5B). When compared to 
mice that were not treated with PCI, viable bacterial counts in the mammary gland were
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drastically reduced in a dose-dependent manner. This strong therapeutic effect was highly 
comparable to what we observed with known antibiotics. For example, amoxicillin decreased 
the bacterial load in the mammary gland to a loglO median value of 3.97 CFU/g of gland at a 
dose of 50 pg/gland. Noteworthy, a dose of 50 pg of amoxicillin would represent 100xMlC/g 
of gland, whereas a similar dose would only represent a twelfth of the MIC/g of gland for 
PCI. This result is consistent with the idea that PCI is most efficient in the mammary gland 
environment suggesting that the microaerobic condition (i.e., low oxidative environment) of 
the mastitic milk (34) helps PCI therapeutic efficacy. Consistent with these results, we found 
that the potency of PCI was significantly increased by preventing its oxidation using a 
reductive agent such as DTT in susceptibility tests in vitro (Figure S5).
Ec
lD
CT)kO
<1)O
C<Un
n10
0)N
t5
E
oz
0.8
0.6
0.4
0.2
10 100 1000 
[PC1] pg/mL
10000
B
PC1 pyrimidopteridine
colorless orange
soluble low solubility
Figure S5. DTT increases the antibiotic activity o f PCI probably by preventing its 
oxidative self-condensation. (A) MICs were determined using a microdilution method in 96-
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well microplates in absence or presence of DTT at the concentrations shown. Bacteria were 
inoculated at 105 CFU/mL and incubated at 37°C for 24 h in CAMHB. Please note that the 
MIC is decreased by a factor of ~40x in the presence of 0.05% DTT. At low PCI 
concentrations, it can be observed that DTT does not inhibit bacterial growth by itself. (B) 
Schematic representation of the probable oxidative self-condensation of PC I that could be 
prevented by DTT. Previous studies have shown that 4,5-diaminopyrimidines can produce 
insoluble and deeply-colored orange substances such as pyrimido(5,4-g)- and pyrimido(4,5- 
g)pteridines by oxidative self-condensation (45). Given that PCI is structurally very similar to 
4,5-diaminopyrimidines and that it produces an orange precipitate over time, it is likely that 
PCI also self-condenses by air oxidation. This is consistent with the observation that a 
reductive agent such as DTT can slow down the formation o f the precipitate (data not shown).
Discussion
Despite previous large scale screen data suggesting that guaA is not essential for S. 
aureus growth (23,35) in relatively rich media, we show here that blocking guaA expression 
can lead to bactericidal activity in various bacterial species. In support of guaA for cell 
viability, it has been recently reported that mutations occurring in guaA prevent Streptococcus 
suis (36) and Salmonella thyphimurium (37) from properly infecting porcine and murine 
models, respectively, suggesting that GMP bioavailability may be reduced during host 
infection and thatgwa4is likely to be crucial for bacterial infection in mammals. Thus, 
together with studies showing the importance of guaA for bacterial growth in urine or 
blood (38,39), our data suggest that mammalian infection sites may significantly differ in their 
nutrient compositions from those used in large scale screens (23,35), and that care should be 
taken when assessing the “essentiality” o f a gene. Furthermore, when assessing whether S. 
aureus could develop resistance to PC I, no resistant bacteria were obtained after more than 30 
passages suggesting that maintaining a functional gwaT-regulated riboswitch is a vital process 
(Figure S6). Taken together, the demonstration that guaA expression is normally maintained 
in S. aureus grown in vivo and the strong therapeutic effect resulting from PCI treatment
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indicate that guaA is an important contributor to the survival of S. aureus during infection and 
that it can be used as an antibiotic target.
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Figure S6. Serial passages in the presence of sub-inhibitory concentrations of test 
antibiotics demonstrating the inability of S. aureus to develop resistance toward PCI.
The MIC of test compounds against S. aureus strain ATCC 29213 recovered from broth 
cultures containing sub-inhibitory concentrations of antibiotics (0.25X of MIC) was 
determined every 5 passages for up to 30 passages. As a comparison, results obtained with two 
known antibiotics, ciprofloxacin and rifampicin, were added to the histogram. High level 
resistance to ciprofloxacin and rifampicin is rapidly selected (within 5 daily passages) in S. 
aureus. Such rapid development of resistance for the traditional drugs is consistent with the 
selection of known single point mutations each able to provide a decrease in drug affinity for 
the bacterial cell target. There are at least 2 known point mutations in GyrA conferring 
resistance to ciprofloxacin in addition to possible over-expression of the NorA efflux pump
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system also occurring through mutations (at least 3 possible mutations) (46) and at least 17 
possible different mutations in RpoB enabling resistance to rifampicin have been documented 
(47). The absence of resistance observed in presence of PCI is probably because 
reestablishing guaA gene expression in the presence of PCI requires multiple mutational steps 
thus reducing the frequency of resistance development and/or that maintaining a functional 
riboswitch is a vital process that does not allow bacteria to bypass PCI antibiotic action. PCI 
experiments were performed three times and the average as well as the SD are shown.
The major limitation to validate an antibiotic that targets riboswitches is to evaluate the 
antibiotic specificity of action. In this particular case, PCI is not a broad-spectrum 
antibacterial drug given that it does not target all bacteria containing guanine riboswitches, but 
only those in which guaA is under the control of a riboswitch. It is not excluded that other 
riboswitch-controlled genes may participate in the PC 1-dependent bacterial growth inhibition 
(e.g., guaB), or that PCI may bind other cellular targets, which alone or in combination with 
the riboswitch-controlled gene repression, would repress bacterial growth. Nevertheless, the 
restricted nature of growth inhibition likely indicates that PCI inhibits bacterial growth 
through riboswitch binding and not via an alternative mechanism such as DNA incorporation 
(Figure 6). For instance, when performing antibiograms using the guanine analog 6- 
thioguanine, a general growth inhibition was observed in E. coli and S. aureus (Figure S7), 
consistent with its incorporation into DNA that perturbs the epigenetic pathway of gene 
regulation (40). The selective antibacterial activity of PCI toward S. aureus was also 
supported by the lack of apparent toxicity for mice treated with the experimental compound at 
concentrations as high as 100 pg/gland with no sign o f discomfort including vocalizations, 
curved back, piloerection and hypothermia. There was also no apparent cytotoxicity upon 
histological observations of mammary tissues in PCI-treated mice compared to PBS-treated 
glands (Figure S8).
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Figure 6. Scheme representing the action mechanism o f  PCI on S. aureus guanine 
pathw ay. Genes highlighted in blue correspond to those o f  the operon xpt-pbuX-guaB- 
guaA  that is controlled by the guanine riboswitch. Red lines indicate genes that are inhibited 
by PCI via its binding to the guanine riboswitch. O f these four inhibited 
genes, guaA  and guaB  are known to be critical for guanine nucleotide 
biosynthesis (22,23,36,37,38,39) and their inhibition very likely lead to the repression o f  GMP 
synthesis and most probably o f  RNA and DNA production.
Recently, the Breaker group used purine derivatives modified in position 2 or 4 to target 
guanine riboswitches and found three molecules that inhibited bacterial growth (15). Among 
these molecules, only one was able to repress the expression o f  a guanine riboswitch- 
controlled reporter gene suggesting that at least two molecules inhibited cell growth through a 
different mechanism o f action. It is possible that the mode o f action o f  these two molecules 
involves nucleic acids incorporation following ribosylation at position 9 o f  the purine analog, 
as demonstrated for 6-thioguanine. It is also interesting to mention that the antibiotic activity 
was only observed using B. subtilis strains cultivated in minimal medium whereas no growth 
inhibition was detected in rich media. In our study, we selected guanine riboswitch ligands 
that cannot be ribosylated to prevent alternative modes o f  action, and favored a pyrimidine
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compound (PCI) that retained most of the key functional groups. By testing various bacterial 
species, we observed that the bactericidal activity of PC 1 was only seen against bacteria using 
a guanine riboswitch to control guaA expression, and this even when bacteria were grown in a 
rich medium. This demonstrates that analog binding to riboswitch aptamers is not the only 
determinant to achieve selective and efficient bactericidal effects.
E  co/i ATCC 35695 S. aureus MRSACOL
R ib o sy la tto n
6-thioguanine 6-thioguanosine
Figure S7. Antibiograms performed on strains o t E. coli ATCC 35695 and Methiciiin 
ResistantA. aureus strain COL. E. coli ATCC 35695 (A) and S. aureus strain COL (B) 
were grown in absence (well #1) or in presence of 7.5 pg (well #2) or 15 pg 6-thioguanine 
(well #3). Please note that 6-thioguanine is able to be ribosylated (C) and incorporated in DNA 
(40), which probably explains its riboswitch-independent antibiotic activity toward both E. 
coli and S. aureus.
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F igure  S8. H istology o f  mice m am m ary  g lands trea ted  w ith  P C I. Mice were either injected 
with (A) 100 pL PBS or with (B) 100 pL PBS containing 100 pg o f  PC I. The treatment was 
allowed for 6 h and mammary glands were excised, fixed in 4%  formaldehyde for 24 h at 
room temperature and embedded in paraffin wax. Hematoxylin-eosin staining was done on 
sections o f  5 pm thickness. Magnifications on the pictures are 200x. The histology study 
reveals that there is no observable damage to the gland following PCI injection.
This study shows for the first time that antibiotics targeting riboswitches may be efficient to 
kill bacterial pathogens in vitro as well as in mammalian infection models. We found here that 
the selective bacterial killing o f  PCI is only achieved when guaA, a GM P synthetase, is under 
the control o f  the riboswitch and when the antimicrobial agent cannot be ribosylated. The 
narrow spectrum o f  activity we demonstrated here for PCI is very interesting since two o f  the 
target bacteria, S. aureus and C. difficile, are among the most problematic nosocomial 
pathogens. The spread o f MDR in those bacterial species also stresses the importance to 
develop new antibiotics that avoid current mechanisms o f  resistance. The use o f  narrow 
spectrum drugs should be encouraged whenever possible to reduce any selective pressure for 
resistance in non-targeted bacteria. Here, we also showed that the development o f  resistance 
toward PCI is likely to be infrequent.
Methods
Ethics statement
The institutional ethics committee on animal experimentation of the Faculté des sciences of 
the Université de Sherbrooke (QC, Canada) approved these experiments and the guidelines of 
the Canadian Council on Animal Care were respected during all the procedures.
Reagents
4-hydroxy-2,5,6-triaminopyrimidine (PCI), 2,4-diamino-6-hydroxypirimidine (PC2) and 9- 
methylguanine were purchased from Fluka. 2-amino-5-bromo-6-methyI-4-pyrimidol and 2- 
amino-4-hydroxy-6-methylpyrimidine were purchased from Aldrich.
Strategy of ligand selection
Our ligand selection took into account guanine binding requirements (25) and crystal structure 
interactions (21,26,27). Planar molecules were selected to preserve stacking interactions with 
adenines 21 and 52 in the guanine aptamer binding site. One of our important selection criteria 
was to avoid the presence of functional groups that could serve as a ribosylation site in purine 
or pyrimidine analogs that would allow subsequent nucleic acid incorporation and non­
specific antibiotic effect. Successfully identified molecules were drawn using Chem3D Pro 
(CambridgeSoft) and docked onto the guanine aptamer crystal structure (PDB 1U8D). The in 
silico procedure was important to validate aptamer-ligand interactions and to avoid sterical 
obstructions that would perturb ligand binding.
Transcription of RNA
For the production of guanine riboswitch aptamers, DNA templates were prepared from partial 
duplexes and transcribed using T7 RNA polymerase as previously described (28). The
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aptamer sequences used in this study are based on the genomic sequence to which a GCG 
sequence is added to the 5' side to allow high transcription yield and to minimize the 5' 
heterogeneity (28).
In-line probing assays
(5'-32P) RNA molecules were incubated for 96 h at 25°C in 50 mM Tris-HCl buffer, pH 8.5, 
20 mM MgCH and 100 mM KCI in absence or in presence of indicated ligand concentrations. 
The reactions were stopped with a 97% formamide solution containing 10 mM EDTA and 
samples were purified by electrophoresis in 10% polyacrylamide gels 
(acrylamide:bisacrylamide; 19:1) containing 8 M urea. Gel were dried and exposed to 
Phosphor Imager screens.
peta-galactosidase assays
Regulation of the beta-galactosidase reporter gene expression in presence of PCI or PC2 was 
determined using an xpt-lacZ transcriptional fusion construct integrated in the genome of B. 
subtilis by recombination. The beta-galactosidase activity was measured after 4 h of growth at 
37°C in minimal medium in absence or presence o f the indicated ligand concentrations (41 ).
Antibiogram assays
Bacteria were inoculated at 105 CFU/mL in melted Muiler-Hinton agar. After agar medium 
was solidified, six wells of 4 mm in diameter were made and filled with 10 pL of the tested 
molecules (5 mg/mL). Plates were incubated for 16 h at 37°C.
Antibiotic minimal inhibitory concentrations
The minimal inhibitory concentration (MIC) of PCI and PC2 against S. aureus strain ATCC 
29213 was determined using a microdilution method in 96-well plates (30). Bacteria were
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inoculated at 105 CFU/mL and incubated at 37°C for 24 h in cation-adjusted Muller-Hinton 
broth (CAMHB). Bacterial growth was detected by measuring the OD at 595 nm on a 
microplate reader.
Antibiotic bactericidal activity
Time-kill experiments were performed for the determination of the bactericidal effect of test 
antibiotics. Bacteria were inoculated at 105 CFU/mL in CAMHB in absence or presence of the 
antibiotic at its MIC with or without 100 pM GMP. Bacterial permeability to GMP was 
increased by adding 0.002% Triton X-100. At several time points, bacteria were sampled and 
serially diluted before spreading on tryptic soya agar (TSA) plates for CFU determinations. 
Plates were incubated for 24 h at 37°C.
Transcriptomic microarray
Bacteria were inoculated at 108 CFU/mL in CAMHB in absence or presence of 600 pg/mL 
PCI or 600 pg/mL PCI supplemented with 100 pM GMP. After 30 min of growth, RNA was 
extracted and 2.5 pg o f RNA were submitted to reverse transcription to generate fluorescent 
probes through an aminoallyl cDNA labeling procedure before being hybridized on the 
microarray (30).
Murine mastitis model
Experimental conditions used here for the mastitis model were previously optimized for S. 
aureus Newbould and antibiotic treatment (42). CD-I lactating mice (Charles River, St. 
Constant, Canada) were used 12 to 14 days after offspring birth and typically weighed 35 to 
40 g. Pups were removed 1 h before bacterial inoculation o f mammary glands and a mixture of 
ketamine/xylazine at 87 and 13 mg/kg of weight, respectively, was used for anesthesia of 
lactating mice. A 100 pi syringe with a 33-gauge blunt needle was used to inoculate both L4 
(on the left) and R4 (on the right) abdominal mammary glands. These large glands constitute
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the fourth pair found from head to tail. Each udder canal was exposed by a small cut at the 
near end of the teat under a binocular and 100 pL o f bacterial suspension (1 CFU/pL) was 
injected through the orifice. Mice mammary glands were treated 4 h after infection with PBS 
or PBS with 10, 50 and 100 pg/gland o f PCI and mice were sacrified 6 h later for mammary 
gland sampling and homogenization. The tissues used for CFU counts were homogenized in 2 
mL of PBS and the bacterial content was evaluated by serial logarithmic dilutions on agar. The 
detection limit was 100 CFU/g o f gland.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION ET RÉSULTATS COMPLÉMENTAIRES
4.1 Retour sur objectifs et hypothèse, principaux résultats et travaux 
complémentaires
L’objectif principal de ce projet de doctorat était d'étudier spécifiquement l’expression des 
gènes de S. aureus durant la mammite bovine et leur rôle dans la pathogénèse de cette bactérie 
lors de l’infection. Ceci avait pour but de vérifier l’hypothèse suivante: «Les systèmes 
bactériens essentiels à la virulence ou à la survie de S. aureus lors de la mammite bovine sont 
fortement exprimés lors de l’infection et les gènes bactériens responsables de ces systèmes 
sont soumis à de fines régulations géniques permettant la survie de la bactérie dans un hôte 
mammifère. Les gènes de virulence chez S. aureus sont des cibles de choix pour le 
développement d'approches thérapeutiques (vaccins ou antibiotiques spécifiques) visant le 
contrôle des mammites bovines. ».
4.1.1 Objectif spécifique 1. Obtenir des bactéries provenant du lait de vaches 
expérimentalement infectées avec différentes souches de S. aureus afin d’en faire l’analyse 
transcriptomique.
Cette expérience a été réalisée sur huit vaches en lactation, et les quatre quartiers de la glande 
mammaire ont été infectés avec 50 UFC (unité formant de colonie) des quatre différents 
isolats de S. aureus : une souche isolée d’une mammite clinique durant la lactation (SHY97- 
3906) et trois souches persistantes, nommées ainsi car chacune d’elles a été isolée chez le 
même animal à 60 jours d’intervalle au tarissement (période de non-lactation). Il avait 
préalablement été déterminé que 50 UFC étaient suffisants pour créer une infection, et que 
cela était préférable à l’inoculation d’une quantité importante de bactéries, ce qui ne représente 
pas la réalité d’une contamination à S. aureus. Les trois souches persistantes ont présenté une 
capacité accrue à produire du biofilm et une surexpression du gène icaC (un des gènes lié au
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biofilm chez S. aureus) ainsi qu’une sous-expression du gène hld (lié au système agr) in vitro 
comparé à la souche clinique SHY97-3906 (Figure 1). Il a déjà été démontré que S. aureus 
pouvait produire du biofilm dans la glande mammaire et que certains antibiotiques avaient 
plus d’effet sur les bactéries non-adhérées que les bactéries adhérées, faisant un lien entre la 
production de biofilm et la persistance de la bactérie in vivo (Hensen et al., 2000). Dans le 
même sens, une sous-régulation de la molécule effectrice du système agr, RNAIII (qui 
contient le transcrit du gène hld), est liée à un état de persistance de la bactérie en la 
maintenant davantage dans un stade de « colonisation » plutôt que de « multiplication » 
(Atalla et al., 2011). Il aurait ainsi été attendu que les trois souches persistantes et la souche 
clinique présentent des différences lors des infections expérimentales au niveau de la quantité 
de bactéries dans le lait, de la réponse immunitaire de l’animal et des symptômes causés.
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Figure 1. Caractérisation des isolats persistants de S. aureus. (A) Analyse de l’expression 
relative par PCR quantitatif des gènes icaC (production biofilm) et hld (molécule effectrice du 
système agr) et (B) production relative de biofilm des souches persistantes par rapport à la 
souche clinique SHY-3906. En gris la souche persistante CLJ-3, en blanc CLJ-557 et en noir 
CLJ-1290 (*, P < 0.05; unpaired t-test).
Bien que le système agr et la production de biofilm soient bien caractérisés in vitro, leur rôle 
présumé durant la mammite reste à éclaircir. Est-ce que les souches qui produisent plus de 
biofilm et qui ont un système agr moins actif seront plus persistantes durant la mammite ? Si
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ces souches sont plus persistantes, présenteront-elles des infections avec moins de symptômes, 
un compte bactérien et de cellules immunitaires (somatiques) dans le lait réduit ? Malgré les 
différences observées entre les souches in vitro, celles-ci n’ont pas montré de différences 
significatives entre elles lors des infections expérimentales. Plus précisément, toutes les 
souches, les trois persistantes et la souche clinique, avaient en moyenne sensiblement les 
mêmes décomptes bactériens dans le lait avec les mêmes comptes de cellules somatiques 
(Figure 2). Nous avons conclu que nos conditions expérimentales ne permettaient pas de 
corréler les caractéristiques de persistance des différentes souches observées in vitro au degré 
de sévérité de la mammite. Cela peut être principalement dû à ce que nous appelons « l’effet 
vache », c’est-à-dire que la grande variation qui existe entre les animaux qui sont 
expérimentalement infectés (âge, stade de lactation, infections antérieures, génétique, etc.) 
l’emporte sur l’effet souche qui peut être plus subtil et plus difficile à mettre en évidence lors 
de telles expériences. L’effet vache est d’ailleurs si fort que, tel que discuté dans le chapitre 2 
lorsqu’il est question des différents scénarios d’infections possibles, plusieurs vaches qui sont 
pourtant infectées avec les mêmes souches, présentent des courbes d’infection très différentes. 
Les caractéristiques des animaux infectés dicteraient donc en grande partie l’issue de 
l’infection. Malgré tout, l’étude des caractéristiques communes entre les souches possédant la 
capacité à cause des infections persistantes est pertinente et importante. Ces connaissances 
permettent entre autre le développement d’outils diagnostics et sont essentielles pour étudier 
l’épidémiologie de S. aureus dans les infections intra-mammaires.
Afin de faire l’analyse transcriptomique des bactéries lors de l’infection, il a fallu développer 
une méthode spécifique pour l’isolement des bactéries du lait. Celle-ci est décrite au Chapitre 
2. Essentiellement, elle consiste à faire un traitement du lait avec des protéases avant 
centrifugation et récupération d’un culot bactérien. Ce traitement permettait une meilleure 
séparation des constituants du lait des bactéries. Évidemment, des analyses ont dû être faites 
pour s’assurer que ce traitement et la durée de la procédure n’affectait pas le transcriptome de 
la bactérie. Par puces à ADN, nous avons identifiés quelques gènes dont l’expression était 
modulée suite au traitement à la protéase. Ces gènes n’ont pas été pris en compte dans les
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analyses ultérieures. Nous avons ensuite pu procéder à l’analyse transcriptomique de S. aureus 
isolé du lait des vaches expérimentalement infectées.
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Figure 2. Comparaison des souches de S. aureus lors des infections expérimentales en termes 
de décompte bactérien dans le lait (A) et de compte de cellules somatiques dans le lait (B). 
Pour chacune des souches, une moyenne a été faite pour les huit quartiers infectés et les barres 
d’erreur sont présentées. Aucune différence statistiquement significative n’a été relevée entre 
les souches, malgré une tendance à la souche 557 de présenter des infections avec un compte 
de cellules somatiques légèrement plus élevé.
4.1.2 Objectif spécifique 2. Identifier des gènes exprimés par S. aureus ayant été cultivé in 
vivo et in vitro.
Au cours des infections expérimentales qui ont duré 18 jours, le lait des vaches infectées a été 
recueilli aux deux jours afin d ’en isoler les bactéries. Quelques échantillons nous ont permis 
d ’avoir suffisamment de bactéries pour permettre une extraction d’ARN qui allait ensuite 
permettre d’analyser l’ADN complémentaire sur puce à ADN et de confirmer l’expression de 
certains gènes par PCR quantitatif. L’analyse par PCR quantitatif a également permis 
d ’identifier le stimulus d’expression de ces gènes. Ces résultats sont présentés dans le Chapitre
2. En résumé, l’expérience de puces à ADN a permis d’identifier trente-six gènes fortement
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exprimés chez au moins deux souches dans tous les échantillons testés (chapitre 2, Table A2). 
Parmi ces gènes, quatre ont été sélectionnés pour analyse par PCR quantitatif. En comparant 
l’expression de ces gènes in vivo à leur expression in vitro dans le lait ou en bouillon plus ou 
moins fer, nous avons pu apprendre que le gène SACOL2171 était lié au transport du fer dans 
la glande mammaire, que les gènes SACOL2325 (régulateur transcriptionnel putatif) et 
SACOL0718 (ABC transporteur) répondaient au milieu « lait » et que la possible exotoxine 
SACOL0442 répondait spécifiquement au milieu de la glande mammaire.
Un autre gène fortement exprimé, guaA codant pour une GMP synthétase, avait une 
expression relative (par rapport à la moyenne des gènes) de 142% à 665%. En plus d’être un 
des gènes les plus fortement exprimés durant la mammite tel que déterminé par puce à ADN, 
son expression a été détectée dans plusieurs échantillons, chez les quatre souches testées, dans 
deux vaches, à plus d’un temps d’infection. Les diagrammes de Venn présentés à la Figure 3 
nous montrent que ce gène a été détecté dans neuf échantillons par puce à ADN (A) et dans 
onze échantillons par PCR quantitatif (B). Ces diagrammes regroupent également tous les 
autres gènes qui ont été détectés chez au moins deux des quatre souches testées durant la 
mammite. Rappelons-nous que l’objectif ultime de ces expériences était de trouver les gènes 
les plus communément et fortement exprimés afin d ’identifier de nouvelles cibles 
thérapeutiques chez 5. aureus. L’expression de guaA durant la mammite a été comparée à son 
expression dans du lait fraîchement recueilli in vitro. Ceci avait pour but de déterminer si ce 
gène était surexprimé dans la glande mammaire, comme c’était le cas pour le gène 
SACOL0442 codant pour une toxine putative. Les résultats, présentés à la Figure 4, 
démontrent qu’il y aurait une tendance à ce que le gène soit plus exprimé in vivo. Toutefois, 
contrairement au gène SACOL0442, son expression était détectée dans le lait in vitro 
également. Selon la théorie, guaA est exprimé en absence d ’un ligand sur son riborégulateur. 
Comme guaA est fortement exprimé dans la glande mammaire, nous pouvons présumer que 
lors de l’infection et dans le lait, S. aureus se retrouve dans un milieu pauvre en guanine. 
L’expression constante du gène conservé guaA chez S. aureus a permis de l’identifier comme 
cible d’une nouvelle classe d’antibiotique et cela est davantage discuté à la section 4.1.5.
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Figure 3. Identification de gènes fortement exprimés durant la mammite. (A) Diagramme de 
Venn présentant les 36 gènes ou opérons fortement exprimés tel que déterminé par puce à 
ADN chez au moins deux souches dans la vache 307 aux jours 8 et 10 d’infection, et chez la 
vache 5325 au jour 10. Le nombre d’échantillons dans lesquels ces gènes ont été détectés avec 
un fort pourcentage d’expression (>100%) est indiqué entre parenthèse. (B) Diagramme de 
Venn des cinq gènes sélectionnés analysés par PCR quantitatif à partir de l’ARN des quatre 
souches isolées des vaches 307 aux jours 8 et 14 d’infection, et 5325 au jour 10. Le nombre 
d’échantillons où l’expression de chacun des gènes a été détectée est indiqué entre 
parenthèses.
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Figure 4. Comparaison, par PCR quantitatif, de l’expression du gène guaA durant la mammite 
par rapport à son expression in vitro dans du lait fraîchement recueilli non-infecté. Les 
résultats sont normalisés par rapport à l’expression du gène constitutif gyrB. La barre 
horizontale représente la médiane. Les échantillons testés proviennent de la vache 5325 au 
jour 10 d’infection avec les souches SHY97-3906 (o), #3 (A), #557 (0), #1290 (□). Les mêmes 
symboles ont été utilisés pour les échantillons venant de la vache 307 au jour 8 (symboles 
noirs) et 14 (symboles gris) d’infection.
4.1.3 Objectif spécifique 3. Évaluer l’importance des gènes identifiés pour S. aureus durant 
la mammite.
Afin d’évaluer si les gènes identifiés contribuaient à la virulence et à la croissance de S. 
aureus lors de la mammite, il était primordial de construire des mutants pour ces gènes et 
d’aller vérifier leur croissance durant l’infection. Les résultats et discussion de cette 
expérience sont présentés au Chapitre 2.
En résumé, nous avons tenté à plusieurs reprises de construire des mutants pour plusieurs 
gènes fortement exprimés lors de la mammite dont guaA (métabolisme de la guanine), 
SACOL2325 (régulateur transcriptionnel), SACOL2171 (transport du fer) et plusieurs ABC
transporteurs de fonctions inconnues. Malgré plusieurs tentatives, seuls deux gènes ont pu être 
mutés, SACOL0442 (possible exotoxine) et SACOL0720 (perméase de l’ABC transporteur 
vraFG), soient les deux composantes du vaccin dont il est question un peu plus loin. Ces 
mutations ont été faites dans la souche de S. aureus ATCC 29213, laquelle n’est pas une 
souche de mammite, mais qui était facilement transformable par électroporation, 
contrairement aux multiples isolats de mammite que nous avons testés. Le gène 442 a été muté 
de deux façons, par recombinaison homologue et par insertion d’intron, et le gène 720 a été 
muté par insertion d’intron seulement. Ces deux techniques sont schématisées dans la Figure
5. Les difficultés encourues lors de la mutagénèse de S. aureus sont attribuables aux systèmes 
de restriction-modification de la bactérie et au fait qu’elle ne soit pas naturellement 
compétente.
Recom binaison hom ologue: 
rem placer gène par gène résistance  
antibiotique
Le gène e s t interrom pu par 
l’insertion d ’un intron
ADN 
génom ique 
du parent
ADN
génom ique 
du m utant
Figure 5. Techniques de mutagénèse par recombinaison homologue (remplacement de la 
séquence à muter par un gène de résistance aux antibiotiques (R), et par insertion d ’intron dans 
le gène à muter pour interrompre sa transcription.
Essentiellement, la croissance des mutants a été évaluée in vitro dans le lait, dans le bouillon et 
in vivo lors d’infections expérimentales de huit vaches. Les résultats présentés dans le Chapitre 
2 appuient l’hypothèse de départ que les gènes exprimés lors de la mammite bovine sont
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essentiels à la croissance de la bactérie et à sa survie dans la glande mammaire. Cela fut le cas 
des gènes SACOL0442 et SACOL0720 qui permettent une meilleure croissance de la bactérie 
durant l’infection qui présentent des signes cliniques plus importants que si les gènes sont 
absents.
4.1.4 Objectif spécifique 4. Caractériser certains gènes fortement exprimés durant la 
mammite de fonction non-définie.
Parmi les gènes identifiés comme fortement exprimés lors de la mammite, certains ont retenu 
davantage notre attention pour leur fonction indéfinie. Nous avons mené plusieurs expériences 
afin de tenter d’identifier le stimulus causant leur expression durant l’infection.
Quatre gènes ont été examinés de près. Il s’agit de SACOL2171, SACOL2325, l’opéron 
SACOL0718-720 et SACOL0442. Tout d’abord, l’expression de ces gènes in vivo a été 
comparée à leur expression in vitro dans le lait et in vitro en bouillon avec et sans ajout de fer. 
Tel que présenté au Chapitre 2, cela a permis de démontrer que le gène SACOL2171, dont la 
fonction putative est associée au transport du fer, était exprimé en milieu carencé en fer, 
comme c’est le cas dans la glande mammaire (Laçasse et al., 2008). L’expression des gènes 
SACOL2325 et SACOL0718 semblaient répondre à un stimulus engendré par la présence du 
lait, tandis que le gène SACOL0442 semblait stimulé par le milieu in vivo seulement... mais 
par quoi exactement ?
Plusieurs stimuli ou stress pourraient expliquer l’expression des gènes SACOL0442, 720 et 
2325. En effet, les bactéries ont l’aptitude de pouvoir rapidement répondre au stress et 
stimulus de l’environnement, via par exemple l’expression de gènes de virulence spécifiques 
(Felden et al., 2011). D’abord, par PCR quantitatif, nous avons testé l’expression de ces gènes 
en condition aérobie vs anaérobie, comme c’est le cas pour les bactéries qui se retrouvent dans 
le lait à l’intérieur de la glande mammaire (Mayer et a i, 1988). Tel que présenté au Chapitre 
2, l’expression de ces gènes n’était pas différente entre les deux conditions. Le stimulus 
d’expression ne serait donc pas I’anaérobiose. Nous avons également testé si la réponse SOS
117
était responsable de cette expression. Cette fois-ci, l’expression des gènes a été comparée en 
présence ou absence de la mitomycine C, un agent qui fait des bris dans l’ADN et qui induit 
conséquemment la réponse SOS de la bactérie, comme ça peut être le cas lorsque la bactérie se 
retrouve devant différents agents dans la glande mammaire. Comme présenté à la Figure 6, la 
réponse SOS ne semble pas stimuler l’expression des gènes SACOL442, 720 et 2325 mais a 
bel et bien un effet sur les gènes contrôles lexA, uvrA et uvrB. Ceci a également été démontré 
par une étude du transcriptome de S. aureus sous différents stress comme le choc thermique, la 
réponse SOS et la réponse aux carences en nutriments (Anderson et al., 2006).
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Figure 6. Comparaison par PCR quantitatif de l’expression de gènes de S. aureus en présence 
ou non de mitomycine C.
Un dernier test a été tenté, soit d’ajouter l’indolicidine à la croissance des bactéries et de 
comparer l’expression des gènes d’intérêt avec ou sans ce peptide. L’indolicidine est un 
peptide cationique isolé des neutrophiles des bovins, donc forcément présent lors de 
l’infection. L’expérience n’a pas été concluante en ce sens que les conditions expérimentales 
testées n’ont pas permis d’observer de différences d’expression pour les gènes SACOL442, 
720 et 2325, malgré que la littérature nous rapporte que l’expression de l’opéron vraFG
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(SACOL0718-720), lié à la résistance aux peptides cationiques, est bel et bien exprimé en 
présence d’indolicidine (Li et al., 2007).
Plusieurs autres expériences pourraient être tentées afin de mieux caractériser le gène 
SACOL0442, soit le seul qui était spécifiquement exprimé lors de l’infection et dont 
l’expression n’a toujours pas été reportée dans la littérature dans quelque modèle que ce soit. 
Le gène SACOL0442 code pour une entérotoxine putative. Les super-antigènes de S. aureus, 
regroupant les entérotoxines, la toxine du syndrome du choc toxique (TSST) et les 
« enterotoxin-like » (dont l’entérotoxicité n’a pas été prouvée) ont des caractéristiques en 
commun. D’abord au niveau de la structure, celles-ci possèdent des domaines conservés en C- 
terminal (domaine P-grasp) et en N-terminal (appelé OB-fold) (Figure 7). C’est d’ailleurs en 
identifiant chez 442 un domaine P-grasp qu’il a été permis de postuler qu’il s’agissait peut-être 
d’une entérotoxine. La protéine 442 ne semble pourtant pas avoir en N-terminal un domaine 
OB qui permettrait le repliement caractéristique des super-antigènes et leur attachement aux 
récepteurs des cellules T (Fraser et al., 2008).
C-terminal 
Domaine P-grasp
N-terminal 
Domaine OB
Figure 7. La structure des deux domaines des super-antigènes de S. aureus. Le domaine P- 
grasp (bleu) est un feuillet-p composé de quatre à cinq brins antiparallèles s’appuyant sur une 
hélice-a hautement conservée (rouge) à travers tous les super-antigènes de S. aureus. Le 
domaine OB en N-terminal (orange) est constitué de cinq feuillets-P et d’une courte hélice-a.
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À nouveau, les résidus en rouge représentent ceux qui sont hautement conservés (Fraser et al., 
2008).
Du point de vue génétique, la plupart des super-antigènes sont portés par des éléments 
génétiques dits « accessoires » comme des prophages, transposons, plasmides et îlots de 
pathogénicité. Ces éléments mobiles, qui sont variables, ne se retrouvent pas uniformément à 
travers les souches, probablement dû au transfert horizontal. Le gène SACOL0442 diffère à 
nouveau de la plupart des super-antigènes car il se retrouve dans le génome et est hautement 
conservé parmi les souches séquencées, lui conférant un attrait particulier comme cible 
thérapeutique.
Du point de vue de la régulation des gènes codant pour les super-antigènes, peu d’études nous 
éclairent. Alors que la transcription de la plupart des super-antigènes semble activée par le 
système agr, la transcription de l’entérotoxine A (seA) semble constitutive, et celle de 
l'entérotoxine B et TSST serait sous la régulation de SarA (Novick et al., 2003). Nous avions 
vérifié, par PCR quantitatif, si l’expression de SACOL0442 s’accordait avec un système agr 
actif, sans succès. Il faut dire que, dans la plupart des cas, les super-antigènes sont exprimés 
très faiblement dans des conditions expérimentales normales in vitro (Fraser et al., 2008).
C ’est en faisant croître S. aureus mutant pour un système de transport de l’hème dans un 
milieu ayant l’hémine comme source de fer qu’une équipe a trouvé que plusieurs 
« enterotoxin-like » et autres facteurs de virulence étaient hautement exprimés. Ils proposent 
que cette expression puisse être due au stress relié à la forte concentration, et toxicité, du fer 
cytoplasmique qui n’est plus détecté et excrété part la bactérie mutante. On propose également 
que le bon fonctionnement du système serait essentiel à la survie de la bactérie in vivo qui n’a 
pas avantage à détruire les tissus qu’elle infecte (Torres et al., 2007). Il faudrait déterminer si 
l’expression de SACOL0442 est induite dans ces conditions.
La faible, ou absente expression in vitro de SACOL0442 le rend difficile à étudier. C’est entre 
autre pourquoi il serait intéressant de déterminer quel stress ou stimulus induit son expression
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durant l’infection. Nous avons tenté d’identifier un tel stimulus, sans succès. Il faudrait donc 
poursuivre cette quête avec d ’autres éléments qui peuvent être présents dans la glande 
mammaire comme les différentes composantes du système immunitaire, du plasma et du lait. 
L’étude du transcriptome de la bactérie internalisée, donc en présence de radicaux d’oxygène 
(stress oxydatif) et de cytokines pourrait également être riche en informations.
La principale caractéristique fonctionnelle des protéines super-antigènes est qu’elles ont le 
potentiel, à divers degrés, de promouvoir la prolifération des cellules T. Nous avons donc tenté 
de déterminer, par des tests de lymphoprolifération in vitro, si la protéine 442 détenait cette 
caractéristique. Pour faire ces tests, une protéine recombinante produite chez E. coli a été 
utilisée. La protéine recombinante 442 n’a pas promu la lymphoprolifération, nous amenant à 
nous demander si une protéine 442 produite chez S. aureus dans des conditions natives nous 
donnerait des résultats différents. Cela reste à déterminer afin de savoir si 442 possède 
réellement un pouvoir super-antigène.
4.1.5 Objectif spécifique 5. Par des études collaboratives, établir le potentiel des résultats 
obtenus pour le développement d ’un vaccin ou d’un antibiotique.
L’objectif ultime du projet de doctorat était d’identifier de nouvelles cibles pour le 
développement de vaccin et d’antibiotique pour combattre la mammite. Les gènes fortement 
exprimés lors de la mammite ont servi à identifier des candidats pour la production d’un 
vaccin et une cible pour une nouvelle classe d ’antibiotique. 11 existe un réel besoin pour un 
antibiotique efficace pour traiter les mammites causées par S. aureus car les thérapies actuelles 
donnent un rendement de guérison relativement faible. Dans un autre ordre d ’idée, le potentiel 
d ’un vaccin efficace s’avère inestimable car un vaccin pourrait contrer les nouvelles infections 
et enrayer les mammites sous-cliniques non-détectables qui contribuent à perpétuer la bactérie 
dans les troupeaux. Grâce à des collaborations, nous travaillons dans les deux directions.
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Vaccin
Pour le développement du vaccin, nous avons sélectionné deux gènes, soient SACOL0442 
(possible exotoxine) et SACOL0720 (perméase de l’ABC transporteur vraFG) qui devaient 
remplir plusieurs conditions. Tout d’abord, les produits de ces gènes devaient présenter, après 
analyse bio-informatique, de fortes chances d’être extracellulaires afin d ’être visibles et de 
provoquer une réponse immunitaire. Ces analyses bio-informatiques fonctionnent 
généralement en faisant la recherche de domaines spécifiques dans les séquences soumises. 
C ’est à la suite d’une telle analyse que nous avons déterminé que la protéine 442 était fort 
probablement extracellulaire, tandis que les protéines 718 et 720 présentaient plusieurs 
domaines hydrophobes probablement associés à la membrane cytoplasmique. Nous avons 
également identifié une portion probablement extracellulaire de la protéine 720, ce qui la 
rendait préférable à 718 pour la composition d’un vaccin. Étant donné que c’est le gène 
SACOL07I8 qui avait été identifié lors de nos analyses transcriptomiques comme fortement 
exprimé, nous nous sommes d’abord assurés que l’organisation génomique de SACOL07I8 et 
720 présumait une co-transcription des deux gènes, et ce fut le cas (Figure 8). La Figure 9 
présente les résultats des analyses faites afin de prédire la localisation cellulaire probable des 
protéines 442 (A), 718 (B) et 720 (C). Dans la Figure 10, nous avons indiqué la position des 
hélices transmembranaires de la protéine 720 et mis en évidence la portion prédite comme 
extracellulaire (portion utilisée pour le vaccin). Cette portion a également déjà été mise en 
évidence dans la littérature comme présenté dans la Figure 11.
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Figure 8. Organisation de l’opéron SACOL0718-720 des souches de S. aureus COL, N315, 
RF122 (souche de mammite), USA300 et MSSA476. Les deux gènes se chevauchent de dix 
nucléotides et la flèche indique le sens de la transcription (Figure tirée du brevet « Bacterial 
vaccine components and uses thereof »).
A Cellular localization of SACOL0442 B Cellular localization of SACOL0718 C Cellular localization of SACOL0720
Localization Scores: Localization Scores: Localization Scores:
Cytoplasmic 0.24 Cytoplasmic 022 Cytoplasmic 0.00
CyloplasmicMembrane 001 CyloplasmicMembrane 949 CyloplasmicMembrane 999
CeitwaH 0.93 Cellwall 0.00 Cellwall 0.00
Extracellular 8.82 Extracellular 0.29 Extracellular 0.00
Final Prediction: Final Prediction: Final Prediction:
Extracellular 8.82 CyloplasmicMembrane 9.49 CyloplasmicMembrane 9.99
Figure 9. Localisation cellulaire prédite des protéines 442 (A), 718 (B) et 720 (C). Le site web 
http://psort.org/index.html a été utilisé pour déterminer la localisation cellulaire (Figure tirée 
du brevet « Bacterial vaccine components and uses thereof »).
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Figure 10. Hélices transmembranaires prédites de la protéine 720. Sous la séquence d’acides 
aminés (a,a.), les lettres I et i représentent les a.a. intracellulaires, les lettres H et h les a.a. qui 
sont dans la membrane et les lettre O et o les portions extracellulaires. Les lettres majuscules 
indiquent de plus fortes prédictions que les lettres minuscules. Ces informations ont été 
obtenues à l’aide des sites web : http://www.expasy.ch/tools/protparam.html et
http://www.enzim.hu/hmmtop/ index.html (Figure tirée du brevet « Bacterial vaccine 
components and uses thereof »).
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Figure 11. Modèle présentant les positions probables des protéines SACOL0718 (VraF) et 
SACOL0720 (VraG) au niveau de la membrane cytoplasmique de S. aureus. La portion 
extracellulaire de SACOL0720 est indiquée par la flèche rouge (Falord et al., 2012).
Une autre condition que devaient remplir les protéines sélectionnées pour un vaccin était que 
ces gènes devaient être exprimés par la plupart des souches que nous avons étudiées et à 
différents stades de l’infection. En effet, nous avons soulevé l’hypothèse que le succès faible 
des vaccins existants pouvait être attribuable au fait que les composantes du vaccin n’étaient 
pas exprimées par toutes les souches aux différentes étapes d’une infection. Dans nos 
conditions expérimentales, nous avons effectivement relevé que les gènes SACOL0442 et 
l’opéron SACOL0718-720 étaient exprimés par plusieurs souches (une souche clinique et trois 
souches persistantes), à plusieurs moment de l’infections, chez plus d’une vache. Nous nous 
sommes également assuré que les séquences des protéines prédites des composantes du vaccin 
(442 et 720) avaient une forte identité et similarité à travers les souches séquencées, incluant la 
souche de mammite RF122 (Tableau 1) afin d’appuyer le fait que ces gènes sont bien 
conservés à travers les souches. Pour clore les analyses bio-informatiques et donner le feu vert 
aux expériences d’immunisation, nous avons également identifié, grâce à différents logiciels, 
des portions des protéines 442 et 720 probablement reconnues par le système immunitaire et 
capable d’induire une production d’anticorps par le biais des cellules B, permettant d’induire 
une réponse immunitaire. Ces portions de protéines sont appelée épitopes et leur probable 
localisation est indiquée dans le Tableau 2. Ceci constitue une autre façon de prédire si nous 
détenons des antigènes avec un potentiel immunogène pour notre vaccin.
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Tableau 1. Pourcentage d’identité (ide) et de similarité (sim) des protéines 442 et 720 parmi 
différentes souches séquencées (tableau tiré de la demande de brevet « Bacterial vaccine 
components and uses thereof »).
Gene COL N315 RF122 USA300 MSSA476
SACOL % ide % sim % ide % sim % ide % sim %  ide % sim %  ide % sim
0442 100 100 99.5 99.5 94.6 98 100 100 95.6 98.0
0720 100 100 99.4 99.7 99.4 100 100 100 99.4 99.7
Tableau 2. Identification d’épitopes de cellules B des protéines 442 (A) et 720 (B). Pour 
chacune des protéines, la position de l’épitope dans la séquence de la protéine est indiquée, 
ainsi que le score obtenu à l’aide de quatre logiciels différents : BCPred Predictions, AAP 
Predictions, FBCPred Predictions et ABCPred (tableau tiré la demande de brevet « Bacterial 
vaccine components and uses thereof »).
(A) SACOL0442
Potential B cell epitope Position into the sequence score
TFGIYPKADASTÛN (SEQ ID NO: 17) 26 0.840
KDTINGKSNKSRNW (SEQ ID NO: 18) 72 0.848
KDGGKYTLESHKELQ (SEQ ID NO: 19) 159 1.000
(B) SACOL0720
Potential B cell epitope Position into the sequence score
QFGFDLKHKKDALA (SEQ ID NO: 20) 468 0.981
TIKDQQKANQLAS (SEQ ID NO: 21) 325 0.898
KDINKIYFMTDVDL (SEQ ID NO: 22) 428 0.890
DVDLGGPTFVLND (SEQ ID NO: 23) 436 0.993
La première étape des expériences d’immunisation a été de cloner chacun des deux gènes dans 
le vecteur d’expression pQE30. Escherichia coli a ensuite été transformé avec le vecteur pour 
la production des protéines recombinantes. Les protéines ont ensuite été purifiées dans des 
conditions natives pour s’en servir dans les expériences d’immunisation. Les premières 
immunisations ont été faites sur des souris afin d ’évaluer la production d ’anticorps. Celles-ci
126
ont donné de bons titres en anticorps contre chacune des protéines seules ou en combinaison et 
la protéine 720 semble provoquer une production d’anticorps plus forte que la protéine 442. 
Les immunisations ont été faites sur quatre groupes de dix souris avec les protéines seules ou 
en combinaison, en ayant comme contrôle la saline (Figure 12).
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Figure 12. Log2 des titres d’anticorps obtenus après immunisation de souris avec les protéines 
442 et 720 (ligne grise pour valeur médiane du groupe de protéine seule, ligne noire pour 
protéine en combinaison).
Suite à ces résultats encourageants, l’expérience a été tentée sur des vaches. Quatre groupes de 
cinq vaches ont été immunisées avec les protéines 442 et 720 seules ou en combinaison et un 
groupe contrôle recevait de la saline. Les titres d’anticorps ont été mesurés à quatre reprises, 
soit avant et trois fois après l’immunisation, et l’expérience a duré 18 semaines. Encore une 
fois, les résultats démontrent une bonne production d’anticorps dirigés contre ces deux 
protéines (Figure 13). Il a également été déterminé que l’isotype principalement présent était 
IgGl et de nouveau, il semble y avoir une tendance à obtenir une réponse plus forte avec la
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protéine 720. Malgré tout, la combinaison des deux antigènes ne nuisant pas, le vaccin 
pourrait comporter plusieurs composantes.
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Figure 13. Résultat de titres d’anticorps dirigés contre les protéines 442 et 720 lors des 
expériences d’immunisation chez les vaches.
Bien que ces résultats soient encourageants, l’histoire nous apprend que même avec une 
production d’anticorps, la protection contre une infection n’est pas garantie. L’objectif du 
développement d’un vaccin contre la mammite a longtemps été de réduire les symptômes des 
infections intra-mammaires car une protection n’était pas atteignable. Avec les nouvelles 
technologies, l’objectif est dorénavant d ’atteindre la plus haute protection possible. Ce but 
pourrait être atteint avec des études menées sur d’importants groupes d’animaux et en 
priorisant les sujets avec des infections naturelles, en optimisant l’utilisation d’adjuvants et en 
prenant en compte les particularités des souches de S. aureus qui prédominent dans les 
troupeaux. Il a aussi été mis de l’avant qu’un vaccin efficace devrait stimuler la réponse
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humorale et cellulaire de l’animal et qu’un vaccin comportant des composantes visant 
plusieurs facteurs de virulence de la bactérie aurait plus de chances de fonctionner (Pereira et 
al., 2011).
La suite de ce projet, mené par Céline Ster, Ph.D., du laboratoire de François Malouin, 
comprend, entre autre, des immunisations chez les vaches suivie d’infections expérimentales 
(un challenge) afin d’évaluer le degré de protection du vaccin.
Antibiotique
L'expression constante du gène conservé guaA chez S. aureus a permis de l’identifier comme 
cible d’une nouvelle classe d’antibiotique. En effet, ce gène est régulé par un riborégulateur à 
guanine. Il a été démontré qu’un analogue à la guanine (PCI) avait un effet bactéricide chez 
les souches bactériennes ayant un gène guaA ainsi régulé, et exprimé. Cette découverte fait 
l’objet de l’article scientifique présenté au Chapitre 3 et du brevet présenté en Annexe I. Vue 
l’expression de guaA durant la mammite, il a été permis de faire un rapprochement entre cette 
nouvelle classe d’antibiotique et une application possible au traitement de la mammite bovine 
causée par S. aureus (ou autre espèce qui possède ce gène régulé par le riborégulateur). Les 
détails concernant cet aspect sont présentés dans l’article scientifique de Ster C. et al, présenté 
en Annexe 111.
En résumé, il a été tenté de traiter des mammites expérimentales à S. aureus avec la molécule 
PC 1. La toxicité de la molécule pour la glande mammaire et l’animal a d’abord été évaluée en 
injectant une dose croissante allant jusqu’à 500 mg de PCI dans les glandes mammaires de 
vaches en lactation. Quarante-quatre heures après les injections, aucun effet n’a été observé, 
donnant le feu vert pour la suite. Dix vaches en mi-lactation ont ensuite été expérimentalement 
infectées avec S. aureus dans trois de leurs quartiers puis, au bout de deux semaines, la 
molécule PCI a été administrée à différentes doses à raison de deux fois par jour, durant sept 
jours. À la fin du traitement, les comptes bactériens étaient les mêmes qu’avant le traitement. 
Par-contre, durant le traitement, une baisse significative du compte bactérien de S. aureus dans
129
le lait des vaches infectées a pu être observée. Cette molécule a donc démontré un potentiel 
véritable dans la quête d’un nouvel antibiotique pour traiter la mammite. Des efforts sont en 
cours pour développer de nouvelles générations de molécules dérivées de PCI et de la guanine 
pour en améliorer l’efficacité et la stabilité. Par exemple, la molécule actuelle tend à se 
condenser et à former des dimères en présence d’eau ou d’air et les nouvelles générations de 
composés tireront avantage à être plus stables.
La U.S. Food and Drug Administration est préoccupée par l’émergence des résistances aux 
antibiotiques des microorganismes dans l’industrie alimentaire. La demande pour un nouvel 
antibiotique visant des pathogènes spécifiques dans cette industrie est donc grande. La 
structure de la molécule PCI représente une nouvelle classe d’antibiotique, ce qui est une 
rareté dans le domaine. Le potentiel de cette nouvelle technologie est indéniable et sera 
développé.
4.2 Demandes de brevets
La première application pour un brevet, « GUANINE RIBOSWITCH BINDING 
COMPOUNDS AND THEIR USE AS ANTIBIOTICS», présentée en partie en Annexe I, 
relève de la découverte de la nouvelle classe d’antibiotique qui a comme cible le 
riborégulateur à guanine. Le brevet d ’invention veut protéger les molécules (analogues à la 
guanine) qui se lient au riborégulateur et inhibent l’expression du gène guaA, à des fins de 
stérilisation, de désinfection, de traitement antiseptique, ou de leur administration pour traiter 
des infections microbiennes. Cette technologie s’applique à tout microorganisme qui possède 
le gène guaA régulé par le riborégulateur guanine. Les inventeurs sont : Jérôme Mulhbacher 
PhD, Daniel Lafontaine PhD, François Malouin PhD, Marianne Allard M.Sc. et Éric Marsault 
PhD.
La deuxième application pour un brevet, “BACTERIAL VACCINE COMPONENTS AND 
USES THEREOF”, présentée en partie à l’Annexe II, a été déposée suite à l’identification des 
gènes fortement exprimés lors de la mammite par Staphylococcus aureus. Nous avons voulu
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protéger l’utilisation des produits de ces gènes (peptides complets ou partiels) comme 
composantes d’un vaccin afin de prévenir les infections microbiennes. Plus précisément, nous 
protégeons (a) un vaccin qui serait composé d’un polypeptide correspondant à une douzaine 
de gènes de S. aureus, (b) de polypeptides des gènes des opérons correspondants, (c) d’un 
fragment immunogène de (a) ou (b), (d) d’un variant immunogène de (a),(b),(c), (e) d’une 
séquence en nucléotides codant pour un polypeptide de (a) à (d) et finalement (f) de n’importe 
quelle combinaison entre (a) et (e) pour prévenir les infections intra-mammaires causées par S. 
aureus chez un mammifère. Les inventeurs sont : François Malouin PhD, Marianne Allard 
M.Sc., Pierre Laçasse PhD, Céline Ster PhD, Daniel Scholl PhD, Christian Lebeau Jacob 
M.Sc., Brian Talbot PhD et Moussa S. Diarra PhD.
Les Annexes I et II présentent une partie des déclarations d’inventions, soient celles discutant 
de la portée des inventions, du contexte et du sommaire de celles-ci.
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CONCLUSION
Cette thèse a présenté la problématique de la mammite bovine en focalisant sur la biologie de 
la glande mammaire de la vache laitière et sur les infections causées par le pathogène S. 
aureus. Comme nous avons vu, cette bactérie possède de nombreuses caractéristiques lui 
permettant d'être très bien adaptée à l’environnement de la glande mammaire. Cela lui permet 
d’éviter le système immunitaire et l’action des thérapies actuelles, ce qui résulte souvent en 
des infections chroniques dans les troupeaux atteints. Le besoin de faire de la recherche dans 
le but de mieux traiter ces infections et de trouver des solutions pour diminuer les pertes 
encourues aux producteurs laitiers est donc très pertinent.
Nous avons favorisé une approche fondamentale qui avait pour point de départ de caractériser 
la virulence de S. aureus durant la mammite au point de vue des gènes que la bactérie 
exprime, ce qui représente une approche originale. Le projet a comporté son lot d’obstacles 
techniques qui ont été surmontés et qui donnent beaucoup de valeur aux résultats obtenus. 
Cette approche nous a permis d’identifier un groupe de gènes exprimés par la bactérie durant 
la mammite bovine, ce qui constitue un point de départ logique à la recherche de nouvelles 
cibles thérapeutiques.
Parmi les gènes identifiés, quelques-uns ont été davantage investigués afin de corréler leur 
expression à la virulence de la bactérie lors de la mammite, ce qui a été établi avec succès. 
Alors que le projet semblait à prime abord très ambitieux, nous avons également atteint 
l’objectif ultime qui était de développer de nouvelles approches thérapeutiques. En effet, en 
ayant comme base nos gènes identifiés, deux demandes de brevets d’invention ont été 
déposées pour le développement d’un vaccin et d’une nouvelle classe d’antibiotique. 11 sera à 
l’avenir intéressant de tenter de relier spécifiquement le rôle de chacun des gènes identifiés à 
la pathogénèse de la bactérie pour continuer à développer des moyens de prévention contre la 
mammite bovine. Ainsi, nous aurons contribué à démystifier une bactérie très bien adaptée à 
son environnement et à trouver des solutions aux infections qu’elle cause.
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ANNEXE I
GUANINE RIBOSWITCH BINDING COMPOUNDS AND THEIR USE AS ANTIBIOTICS
TITLE OF THE INVENTION
Guanine riboswitch binding compounds and their use as antibiotics 
CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS
|0001] This application is a PCT application filed on June 14, 2010 and published in English 
under PCT Article 21(2), claiming benefit of U.S. Provisional applications Serial No. 
61/186,669, filed on June 12, 2009 and No. 61/307,088 filed on February 23, 2010. All 
documents above are incorporated herein in their entirety by reference.
FIELD OF THE INVENTION
(0002] The present invention relates to novel antimicrobial compounds. More specifically, 
the present invention is concerned with novel antimicrobial compounds which bind to a 
guanine riboswitch and inhibit the expression of the microbial gene guaA, methods of 
manufacturing same, disinfection, sterilization or antisepsis methods using same, and methods 
of treating or preventing microbial infections involving the administration of same.
BACKGROUND OF THE INVENTION
(0003] Bovine mastitis is the most frequently occurring and costly disease affecting dairy 
producers. The transmittable bacterium Staphylococcus aureus is the most common cause of 
bovine mastitis and current antibiotic therapies usually fail to eliminate the infection from 
dairy herds (Sears, P. M. and K. K. McCarthy, 2003).
(0004] Multiple drug resistance (MDR), partly due to the excessive and improper use of 
antibiotics both in human medicine and food animal production, is a growing problem that has
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come to the forefront particularly in the last decade. A major cause of this widespread multi­
drug resistance is the fact that recent drug design has been largely based on a limited number 
o f new chemical scaffolds, allowing pathogens to adapt and circumvent common antibiotic 
action mechanisms (Blount and Breaker, 2006). Staphylococcus aureus and Clostridium 
difficile, which are particularly prone to developing antibiotic resistance, are nosocomial 
pathogens of major importance responsible for a significant mortality rate in hospitals and 
increased health care costs (Talbot et al, 2006). Alternative antibacterial drugs targeting RNA, 
mainly based on a fortuitous interaction between an exogenous ligand and its RNA target, 
have recently been developed and may help alleviate the problem of MDR (Knowles et al, 
2002). However, there remains a great need for the identification of novel antimicrobial 
targets and compounds.
|0005| Bacterial riboswitches as a mechanism for regulating gene expression are known in the 
art. Riboswitches are segments of the 5’-untranslated region of certain mRNA molecules that, 
upon recognition o f specific ligands, modify the expression of one or more proteins encoded 
in the message. Ligand-binding results in structural changes in the riboswitch that affect the 
ability of the mRNA molecule to be properly transcribed or translated. Thus riboswitches can 
function as RNA sensors, allowing control of gene expression at the mRNA level. The best- 
characterized riboswitches contain an aptamer region that is involved in ligand binding and an 
expression platform that is responsible for bringing about changes in gene expression 
(Coppins et al., 2007).
[0006] The scientific literature suggests that all bacterial riboswitches indiscriminately 
represent molecular antimicrobial targets. However, in order to develop novel specific 
antimicrobial therapies that will avoid contributing to widespread MDR, it would be highly 
desirable to identify riboswitches that are therapeutically selective, i.e., riboswitches that do 
not represent antimicrobial targets in all microbial species or commensal microorganisms that 
bear similar switches but on the contrary, riboswitches that have specific properties that only 
appear in the targeted pathogens.
[0007] Guanine riboswitches represent a subclass of riboswitches that are known in the art
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(Barrick and Breaker, 2007; Batey et al, 2004; Mulhbacher and Lafontaine, 2007). Application 
WO 2006/55351 teaches that the guanine riboswitch, in the presence o f the guanine ligand, 
inhibits the expression o f the genes xpt and pbuX  in the non-pathogenic bacteria Bacillus 
subtilis. Some of the guanine analogs proposed in application WO 2006/55351 as potential 
therapeutic agents were reported to have non-specific antibacterial activities in vitro against a 
broad selection of pathogenic and non-pathogenic bacteria including the non-pathogenic 
Bacillus subtilis. Furthermore, later studies from the same investigators reported that these two 
genes {xpt and pbuX), assumed to be controlled by the guanine riboswitch, were expected to 
be non essential for the survival or virulence of Staphylococcus aureus (Blount and Breaker, 
2006). It is well known in the field that genes (and their products) that are essential for the 
survival or virulence o f a microbial pathogen represent ideal targets to obtain quick microbial 
killing, while avoiding the development of microbial resistance arising from mutations 
inactivating non-essential anti-microbial targets. The teachings of WO 2006/55351 and of 
Blount and Breaker (2006) thus suggested that the guanine riboswitch was not a desirable 
target for selective antibacterial intervention against the pathogen S. aureus in vivo.
[0008| Hence in this field of research and therapeutic applications, it would be highly 
desirable to identify microbial pathogens having essential survival or virulence gene(s) under 
control of a riboswitch. It would also be highly desirable to identify antimicrobial compounds 
that specifically bind to these riboswitches and selectively inhibit the expression of the gene(s) 
essential for the survival or virulence o f specific pathogens in vivo. Such compounds would 
allow selective treatment of pathogens affecting animals and humans. It would also be highly 
desirable to identify compounds that are sufficiently distinct from the natural riboswitch ligand 
to avoid transformation of the compound by the host or microbial flora (for example by 
ribosylation) and to prevent potential broad and non-specific bacterial growth inhibition or 
toxicity to the mammalian host.
[0009] The present invention seeks to meet these and other needs.
[0010] The present description refers to a number of documents, the content of which is herein
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incorporated by reference in their entirety.
SUMMARY OF THE INVENTION
[00! 1] The present invention discloses that expression of the gene guaA (Tiedeman et al, 
1985) encoding GMP synthetase (glutamine aminotransferase), which catalyses the synthesis 
of GMP (guanosine-5'-monophosphate) is under the control of a guanine riboswitch and is 
needed for survival or virulence in some relevant environments (e.g., during infection of a 
mammalian host) for specific pathogens. The present invention also presents antibiotic-like 
compounds with antimicrobial activity against such pathogens. Furthermore, such compounds 
cannot be modified by ribosylation to prevent incorporation into cellular nucleosides, 
nucleotides or nucleic acids, and thus prevent broad, non-specific toxicity for bacterial species 
not targeted by the compound and for the mammalian or animal host in which the present 
compounds are used for therapeutic intervention.
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ANNEXE II
BACTERIAL VACCINE COMPONENTS AND USES THEREOF
TITLE OF THE INVENTION
Bacterial vaccine components and uses thereof.
CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS
[0012] This application is a PCT application no PCT/CA2011/* filed on March 17, 2011 and 
published in English under PCT Article 21(2), which itself claims benefit of U.S. provisional 
application serial No. 61/314,670, filed on March 17, 2010. All documents above are 
incorporated herein in their entirety by reference.
STATEMENT REGARDING FEDERALLY SPONSORED RESEARCH OR 
DEVELOPMENT
[0013] N.A.
FIELD OF THE INVENTION
[0014| The present invention relates to novel vaccine targets and components. More 
specifically, the present invention is concerned with novel antigens which represent vaccine 
components, processes of manufacturing same, methods using same, and methods of 
preventing and treating microbial infections involving the administration of same.
REFERENCE TO SEQUENCE LISTING
[0015] Pursuant to 37 C.F.R. 1.821(c), a sequence listing is submitted herewith as an 
ASCII compliant text file named Sequence listing_ST25, created on March 17, 2011 and
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having a size o f 153 kilobytes. The content of the aforementioned file is hereby incorporated 
by reference in its entirety.
BACKGROUND OF THE INVENTION
[0016] Bovine mastitis is the most frequent and costly disease for dairy producers and 
Staphylococcus aureus is considered to be the transmittable bacterium that is the most often 
responsible for the development of the disease (Sears et a i,  2003). Staphylococcal 
intramammary infections (IMI), which may lead to mastitis, are difficult to treat and frequent 
relapses are common (Sandholm et al., 1990). Bacterial susceptibility to antibiotics in vitro is 
a poor predictor of therapeutic efficacy in chronically infected cows (Owens et al„ 1997). 
Although infections that follow treatment of mastitis can be due to newly acquired strains, 
they are often the result of the persistence of the original infective organism (Sandholm et al., 
1990; Myllys et al., 1997). Existing therapies thus often fail to eliminate the infection and it 
would be highly desirable to find novel approaches to prevent or treat staphylococcal 1MI.
[0017] A lack of vaccine efficacy and protective ability has been noted for commercially 
available S. aureus vaccines (Middleton, 2008). A number of additional Staphylococci 
vaccines and vaccine components have been described and proposed. The use of milk or low- 
iron media as surrogate systems for exploring S. aureus genes that are expressed during IMI 
do not fully replicate the actual mammalian host environment that may vary in nutrient 
composition, in interactions with host cells and in immune response components, to name just 
a few differences. Hence, the S. aureus components currently proposed as vaccine are not 
necessarily the components that are expressed during 1M1 at multiple points in time, by 
multiple strains (including chronic strains) and in multiple hosts. Thus it would be highly 
desirable to identify S. aureus genes that are expressed during IMI at multiple points in time, 
by multiple strains, and in multiple hosts, so that a selection of genes and gene-encoded 
products (e.g., proteins) can be used either alone or in combination for protection against IMI 
and mastitis.
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(0018] The present invention seeks to meet these and other needs.
(00191 The present description refers to a number o f documents, the content of which is herein 
incorporated by reference in their entirety.
SUMMARY OF THE INVENTION
(0020] In an aspect, the present invention provides a method for preventing and/or treating 
Staphylococcal intramammary infection (IMI) in a mammal, said method comprising 
administrating to said mammal an effective amount of at least one agent, wherein said agent 
is: (a) a polypeptide encoded by a gene, wherein said gene is SACOL0029, SACOL0264, 
SACOL0442, SACOL0718, SACOL0720, SACOL1353, SACOL1416, SACOL1611, 
SACOL1944, SACOL2144, SACOL2365 or SACOL2599, based on the gene nomenclature 
from the Staphylococcus aureus COL (SACOL) genome set forth in NCBI Reference 
Sequence NC 002951.2; (b) a polypeptide encoded by a gene from a same operon as one of 
the genes of (a); (c) an immunogenic fragment of (a) or (b); (d) an immunogenic variant of 
any one of (a) to (c); (e) a nucleic acid encoding the polypeptide of any one of (a) to (d); or (0  
any combination o f (a) to (e).
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ANNEXE III
EXPERIMENTAL TREATMENT OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS BOVINE 
INTRAMAMMARY INFECTION USING A GUANINE RIBOSWITCH LIGAND
ANALOG
Introduction de Particle scientifique
Le travail présenté dans cet article constitue la suite logique des résultats obtenus dans les 
Chapitres 2 et 3. En effet, dans l’article présenté dans le Chapitre 2, moi-même et les autres 
auteurs avons identifié plusieurs gènes fortement exprimés par S. aureus lors de la mammite, 
dont guaA. Dans le Chapitre 3, dans le cadre d ’une collaboration avec Jérôme Mulhbacher et 
Daniel Lafontaine, nous avons démontré que le gène guaA chez S. aureus constitue une cible 
thérapeutique intéressante. Une molécule agissant sur le riborégulateur du gène guaA a été 
indentifié (PCI). En se basant sur ces notions, Céline Ster et les autres auteurs du présent 
article ont testé l’efficacité de la molécule PCI lors d’infections expérimentales de glandes 
mammaires chez la vache. Ma contribution à cet article provient de la découverte originale 
que le gène guaA est important pour la bactérie S. aureus durant la mammite. J’ai également 
participé à réviser le présent article, rédigé par Céline Ster.
Référence de Particle :
C. Ster, M. Allard, S. Boulanger, M. Lamontagne Boulet, J. Mulhbacher, D. A. Lafontaine, É. 
Marsault, P. Laçasse, and F. Malouin, 2013, Experimental Treatment of Staphylococcus 
aureus Bovine Intramammary Infection Using a Guanine Riboswitch Ligand Analog. Journal 
of Dairy Science, 96:1000-8
1 4 0
Résumé en français de l’article
Staphylococcus aureus est une cause majeure d’infections intra-mammaires (1MI). Nous avons 
récemment démontré que des souches de S. aureus expriment le gène guaA durant les 1MI. Ce 
gène code pour une guanosine monophosphate synthase et son expression est régulée par un 
riborégulateur à guanine. L’analogue à la guanine 2,5,6-triaminopyrimidin-4-one (PC 1 ) est un 
ligand au riborégulateur à la guanine. Les interactions entre PCI et sa cible résultent en une 
inhibition de la synthèse de la guanosine monophosphate et une mort subséquente de la 
bactérie. La présente étude décrit l’utilisation de PCI comme traitement pour les IM1 de 
vaches en lactation. La concentration minimale inhibitrice de PCI in vitro allait de 0.5 à 4 
pg/mL pour plusieurs souches de S. aureus et S. epidermidis et requérait un agent réducteur 
pour la stabilité de la molécule. Une étude initiale a été faite, où des quartiers de glandes 
mammaires exempts d ’infection ont été inoculés avec des doses de 0, 150, 250 et 500 mg de 
PC I. Après 44 heures, aucun effet négatif n’a été observé. Dix vaches Holstein en mi-lactation 
ont ensuite été expérimentalement infectées dans 3 quartiers avec -50  CFU de la souche 
SHY97-3906 de S. aureus et les infections ont progressé durant deux semaines avant de 
commencer les traitements de PCI. Les comptes bactériens ont atteint 103-104 CFU/mL de 
lait. Les quartiers infectés ont été traités avec l’une des trois doses de PCI (0, 250 et 500 mg) 
après les traites du matin et du soir pour sept jours (i.e., 14 infusions intra-mammaires de 
PCI). Durant la période de traitement, le lait des quartiers traités au PCI ont montré une 
réduction significative de bactéries. Néanmoins, cette réduction de bactéries n’a pas été 
maintenue durant les quatre semaines suivant le traitement. Seulement 15% des quartiers 
traités au PCI ont été guéris. Le compte de cellules somatiques et la production de lait n’ont 
pas été affectés durant les traitements. Même si une disparition complète des bactéries n’a pas 
été observée, ces résultats démontrent que le riborégulateur à guanine de S. aureus représente 
une cible prometteuse pour le développement de molécules thérapeutiques.
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ABSTRACT
Staphylococcus aureus is a leading cause of intramammary infections (IMIs). We recently 
demonstrated that S. aureus strains express the gene guaA during bovine IMI. This gene is 
coding for a guanosine monophosphate synthetase and its expression is regulated by a guanine 
riboswitch. The guanine analog 2,5,6-triaminopyrimidin-4-one (PCI) is a ligand o f the 
guanine riboswitch. Interactions between PC 1 and its target result in inhibition o f guanosine
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monophosphate synthesis and subsequent death o f the bacterium. The present study describes 
the investigational use of PCI for therapy of S. aureus 1M1 in lactating cows. The in vitro 
minimal inhibitory concentration of PC 1 ranged from 0.5 to 4 pg/mL for a variety o f S. aureus 
and S. epidermidis strains and required a reducing agent for stability and full potency. A safety 
assessment study was performed, whereby the healthy quarters of four cows were infused with 
increasing doses of PCI (0, 150, 250 and 500 mg). Over the 44 hours following infusions, no 
obvious adverse effect was observed. Ten Holstein multiparous cows in mid lactation were 
then experimentally infused into three of the quarters with ~50 CFU of S. aureus strain 
SHY97-3906 and infection was allowed to progress for two weeks before starting PCI 
treatment. Bacterial counts reached then about 103- 104 CFU/mL of milk. Infected quarters 
were treated with one of three doses of PCI (0, 250 and 500 mg) after each morning and 
evening milking for seven days (i.e., 14 intramammary infusions of PCI). During the 
treatment period, milk from PCI-treated quarters showed a significant reduction in bacterial 
concentrations. However, this reduction of S. aureus CFU in milk was not maintained during 
the four weeks following the end of the treatment and only 15% of the PCI-treated quarters 
underwent bacteriological cure. The somatic cell count and the quarter milk production were 
not affected by treatments. Although bacterial clearance was not achieved following treatment 
with PCI, these results demonstrate that the S. aureus guanine riboswitch represents a relevant 
and promising drug target for a novel class of antibiotics for the animal food industry. 
Keywords: Staphylococcus aureus, mastitis, guanine riboswitch, therapy
INTRODUCTION
Bovine mastitis is an inflammation of the udder that results from infection or trauma, and 
represents a frequent and costly disease for dairy producers (Seegers et al., 2003). 
Intramammary infection (IMI) is often caused by the contagious bacterium Staphylococcus 
aureus that is highly transmittable, especially during milking (Sears and McCarthy, 2003; 
Olde Riekerink et al., 2008). Staphylococcal IMI exemplify difficult-to-treat persistent 
infections and relapses can lead to a chronic mastitis disease. Antibiotic treatment of IMI is
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problematic partly because in vitro antibacterial susceptibility is a poor predictor o f efficacy in 
chronically infected cows (Owens et al„ 1997). Cure rates for S. aureus mastitis rarely achieve 
50% with currently available therapies (Radostits and Done, 2007). Although re-infections 
that follow attempts to treat acute mastitis can be due to newly acquired strains, they are often 
the result of the persistence of the original infective organism (Barkema et al., 2006). Current 
therapy thus often fails to eradicate the infection. As a result, novel approaches to treat 
staphylococcal IMI are urgently needed (Oliver et al., 2011).
The mammalian host environment can modulate gene expression of bacteria, including that of 
S. aureus (Lowe et al., 1998; Allard et al., 2006). In vivo expression suggests the importance 
of a gene for bacterial survival in the host and the analysis of S. aureus gene expression during 
infection should help to identify elements which may be useful as drug targets. As part of our 
efforts to discover new antibiotherapies, we recently reported that the S. aureus gene guaA is 
expressed during bovine mastitis and we documented its expression mechanism (Allard et al., 
2010; Mulhbacher et al., 2010). In staphylococci, guaA is coding for a guanosine 
monophosphate (GMP) synthetase and this gene expression is under the control of a guanine 
riboswitch. In the absence of guanine, the structure of the guanine riboswitch folds into the 
“on” state, which allows transcription of the entire mRNA molecule, and the subsequent 
expression of encoded proteins that include the GMP synthetase. In contrast, upon guanine 
binding to the aptamer domain {i.e., core of the riboswitch structure that accommodates the 
ligand), the riboswitch folds into the “o ff’ state forming of a transcription terminator that 
prevents gene expression and GMP synthesis (Figure 1). Interestingly, we recently 
demonstrated that the guanine riboswitch can be targeted by a drug-like small-molecule 
ligand, named PCI (2,5,6-triaminopyrimidin-4-one), which mimics guanine and can block 
gene expression and essential GMP synthesis (Mulhbacher et al., 2010). Noteworthy, both the 
function of guaA and its regulation seem essential for bacteria. Furthermore, we have 
previously demonstrated that in vitro, there is no development of resistance to PCI in S. 
aureus after 30 passages in the presence of sub-minimal inhibitory concentrations of the drug, 
suggesting that mutations leading to a constitutive expression of guaA may not readily occur 
(Mulhbacher et al., 2010). It is thus possible that maintaining a functional riboswitch to
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control guaA expression is a vital process that bacteria cannot bypass, making guaA and its 
riboswitch potential new targets for chemotherapy. We also previously demonstrated that PCI 
was able to significantly reduce S. aureus infection in a murine model of IMI (Mulhbacher et 
al., 2010).
In this article, we evaluated the efficacy of PCI for treatment of bovine mastitis to further 
validate the importance of the S. aureus guanine riboswitch as a novel drug target.
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Figure 1. Expression of the GMP synthetase gene guaA during bovine IMI is a target for 
therapeutic intervention with PCI. PCI is structurally similar to guanine, the natural ligand of 
the riboswitch (A). The expression of gene guaA is controlled by a guanine riboswitch and 
PCI can turn the riboswitch to the “off state” resulting in no transcription of guaA and no 
production o f essential GMP (B).
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MATERIALS AND METHODS
Bacterial Strains
The S. aureus strain SHY97-3906, which was originally isolated from a clinical case o f bovine 
mastitis during lactation (Diarra et al., 2002), was used for experimental bovine IMI. 
Multilocus sequence typing was performed using the procedure previously described (Enright 
et al., 2000). MLST analysis revealed that the sequence type o f strain SHY97-3906 was 
ST 151, i.e., the same as the common bovine mastitis strain ET3 (RF122), a virulent clonal 
subtype known to cause important tissue damage and mortality in experimental mastitis in the 
mouse (Guinane et al., 2008). Strain SHY97-3906 was previously used in other projects 
related to the riboswitch inhibitor and to bacterial gene expression studies (Allard et al., 2006, 
2010; Mulhbacher et al., 2010). S. aureus Newbould (ATCC 29740), ATCC 29213 and S. 
epidermidis ATCC1228 were used for antimicrobial agent susceptibility testing. Additional 
bovine mastitis strains were also included in antimicrobial agents susceptibility testing. 
Briefly, strains #3, #557 and #1290 were originally isolated from cows at the end of lactation 
with a mastitis that persisted for at least 55 days between dry-off and calving. Strain #3 had 
the ST352 that is the same found in multiple bovine isolates causing subclinical mastitis 
(Smyth et al., 2009; Hata et al., 2010).
Susceptibility o f S. aureus and S. epidermidis to Antimicrobial Agents
The minimal inhibitory concentrations (MICs) o f PCI (2,5,6-triaminopyrimidin-4-one; Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and classical antibiotics were determined by a broth 
microdilution technique following the recommendations of the Clinical Laboratory Standard 
Institute (CLSI, 2011). Oxacillin, vancomycin, erythromycin, gentamicin, cephapirin, 
enrofloxacin were all from Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canada) and pirlimycin 
hydrochloride was from Pfizer Animal Health (Kirkland, QC, Canada). The cation-adjusted 
Muller Hinton broth (CAMHB; Becton Dickinson, Mississauga, ON, Canada) used for 
susceptibility tests was supplemented with 1.5 mM of dithiothreitol (DTT, Sigma Aldrich) to
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protect PCI from oxidative self-condensation, i.e., a dimerization associated with a change in 
color (Taylor et al., 1955), during compound preparation and in vitro tests.
Initial Safety Assessment for PCI
A preliminary safety assessment o f PCI was conducted to confirm the absence of a negative 
reaction to the doses to be used in the clinical trial. Four healthy cows in mid-lactation and 
exempt of IMI in their four quarters were infused with one of four doses of PC 1 (0, 150, 250 
and 500 mg in saline) in each quarter after the morning milking. Cows were monitored during 
44 h at each of four milking for body temperature and udder redness and swelling. Individual 
quarter milk was also collected at each milking (n=4 for each PCI dose) to measure milk 
production and to allow sample harvesting for determination of SCC (n=4 for each PCI dose) 
and determination of the acute phase protein milk amyloid A (MAA). For MAA, one 
additional sampling was done six hours after the infusion of PCI (n=5 for each PCI dose). 
Milk amyloid A dosage was performed with the MAA assay kit from TriDelta Development 
Ltd (Maynooth, Ireland) according to their recommendations. The SCC was determined in a 
commercial laboratory (Valacta Inc., Ste-Anne-de-Bellevue, QC, Canada).
Experimental IMI
Before the animal trial, the relation between the absorbance of bacterial cultures (Am)nm) and 
CFU was determined. The day o f the challenge, a volume of the overnight culture of S. aureus 
in Mueller Hinton broth (MHB; Becton Dickinson) was transferred to 200 mL of fresh MHB 
to obtain an Ac,oonm of 0.1 and grown at 35°C until the Ar,oo„m reached a value corresponding to 
108 CFU/mL in the exponential phase of growth. For intramammary infusions, bacteria were 
then diluted in sterile physiological saline (Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, IL) to 
obtain approximately 50 CFU in 3 mL. The plating o f the inoculum on TSA confirmed that it 
actually contained 59 cfu in 3 mL.
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Ten healthy multiparous Holstein cows in mid lactation were housed at the Dairy and Swine 
Research and Development Centre of Agriculture and Agri-Food Canada (Sherbrooke, QC). 
Prior to experimental infection, SCC determinations and bacterial analysis of aseptic quarter 
milk samples were done to ensure that selected cows were free of IMI. After allowing cows to 
adapt to the bam (one week), experimental infusion of mammary quarters with bacteria was 
randomly performed in three of the four quarters of each cow after the evening milking 
according to a procedure previously described (Petitclerc et al., 2007) with few modifications. 
Briefly, before inoculation, teats were scrubbed with gauzes soaked in 70% ethanol. Teats 
were allowed to air-dry and intramammary infusion o f a bacterial suspension (3 mL 
containing 59 CFU) was performed into three of the four quarters. Immediately after infusion, 
all quarters were thoroughly massaged and teats were dipped in an iodophore based teat 
sanitizer. Disposable gloves were worn throughout the procedure and disinfected before 
proceeding to the next animal. All quarters infused with S. aureus became infected and all 
cows showed clinical signs of mastitis the first few days after intramammary infusion of S. 
aureus (inflammation, and/or poor milk appearance).
Milk Sample Collection
Milk was harvested using individual quarter milking units at morning milking and weighed for 
the determination of quarter milk production. Samples were taken three times a week except 
during the treatment period where samples were taken daily. Between each cow, the milking 
units were thoroughly washed and disinfected with an iodine-based germicide detergent (K.O. 
Dyne®, GEA Farm Technologies, Westmoreland, NY). All other materials in contact with 
milk were disinfected with 70% ethanol. After foremilk was discarded, a 10-mL aseptic milk 
sample was collected for each individual quarter in a 50-mL sterile vial. Milk samples were 
serially diluted and 100 pL were plated on both tryptic soy agar (Becton Dickinson) and 
mannitol salt agar plates (Becton Dickinson) for S. aureus identification and CFU 
determinations. Plates were then incubated 24h at 35°C before colony counting. The dilutions 
that showed between 30 and 300 colonies were considered for calculation of the bacterial
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concentration. Each dilution was plated in duplicates. A non-aseptic 50-mL sample was also 
taken from each quarter at milking for the determination of SCC (Valacta Inc.).
Evaluation o f PCI Efficacy for Treatment o f Experimental S. aureus IMI
Experimental lMIs were allowed to progress for two weeks in order for bacterial counts to 
stabilize (usually reaching approximately 103- 104 CFU/mL of milk) before treatment 
initiation. Intramammary treatments were initiated after morning milking and repeated twice a 
day after each milking for seven consecutive days (a total of 14 intramammary infusions of 
PCI), i.e. starting after the morning milking at day 1 and finishing at the evening milking at 
day 7. Within each cow, a quarter was randomly treated with saline (50 mL) while two others 
randomly received one of two doses of PCI (250 mg or 500 mg in 50 mL). The saline and 
PCI doses were prepared with 1.5 mM DTT to limit the oxidation self-condensation of PCI 
before its infusion into the mammary glands. Aseptic and non-aseptic milk samples were taken 
every day at morning milking during the treatment period and once a week for four weeks 
after the end of treatment (monitoring period) for the determination of viable bacterial 
concentrations and SCC as described above.
Statistical Analysis
Statistical analyses o f the data were performed using the MIXED procedure of SAS (SAS 
Institute Inc., Cary, NC) as repeated measurements. The subject was treatment(cow) and cow 
was included as a fixed effect in the model. For the PCI safety assessment data contrasts were 
used to compare the three doses of PCI to the saline treatment. For the experimental PCI 
therapy, orthogonal contrasts were used to compare control quarters to those that have 
received either dose of PCI and to compare the two doses of PC I. The Tukey’s adjusted test 
was used for other treatment comparisons. The data from the pretreatment, treatment and post­
treatment (monitoring) periods were analyzed separately. Pretreatment data (CFU, milk 
production, SCC) were used as covariables for the analysis o f data of the treatment and
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monitoring periods. For the analysis of SCC and CFU, data were loglO transformed prior to 
analysis.
Ethics Statement
All animal experiments were approved by the Agriculture and Agri-Food Canada local 
institutional animal care committee and conducted in accordance with the guidelines of the 
Canadian Council on Animal Care.
RESULTS
Antimicrobial Agent Activity
The minimal inhibitory concentration of PCI ranged from 0.5 to 4 pg/mL for a variety of S. 
aureus and S. epidermidis (Table 1). As the oxidative self-condensation of PCI (Taylor et al., 
1955) could impair its in vitro activity, the in vitro activity of PCI was evaluated in the 
presence of a reducing agent (DTT). The lowest concentration of DTT that provided PCI its 
maximal antibacterial activity was 1.5 mM whereas the MIC of DTT itself was >75mM. Using 
a freshly made PCI solution, the MIC of PCI against S. aureus ATCC 29213 was established 
at 1 pg/mL and 64-128 pg/mL with or without DTT, respectively. For all the strains tested, 
MIC of PCI was greatly improved by the presence o f DTT while DTT had no impact on the 
MICs of the other antimicrobial agents tested (data not shown).
Safety Assessment Study
In a preliminary safety assessment study, three doses of PCI and saline (0, 150, 250 and 500 
mg) were directly infused in the four quarters of four healthy cows immediately after morning 
milking as done with other commercially available drugs for the treatment o f bovine mastitis. 
The SCC, the quarter milk production and the concentration o f the acute phase protein milk
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amyloid A (MAA) were not affected by treatments during the 44 h following infusion of PCI 
(Table 2). Intramammary infusion of PCI also did not affect the body temperature that was 
maintained around 38°C for each cow. Neither redness nor swelling was observed at the 
milkings for any of the quarters. Since no obvious side effect was observed with the infusion 
of PCI into the mammary glands of mice (Mulhbacher et al., 2010) or dairy cows during this 
safety assessment assay, we judged PCI to be safe to be used for the rest of the study.
Table 1. MIC of PCI and classical antibiotics against two staphylococcal species
M IC  ( u g /m L )1
P C I 5
O X A V A N F.RY G E N C E P PIR E N R
- D T T + D T T
.S', u u r u u s
A T C C  2 9213 6 4 -1 2 8 1 0  12-0  25 1 0 5 0 .2 5 -0  5 0  25 0 .25 0 .1 2 -0 .2 5
N ew b o u ld 128 2-1 0  12 1 0.25 0 2 5 0.12 0 .25 0 .0 6 -0 ,1 2
S H Y 9 7 -3 9 0 6 6 4 -1 2 8 2 0 .25 1 0 .2 5 0 .12 0 .12 0 .12 0 .12
3 6 4 -1 2 8 0 5 - 2 0  12 1 0  25 0 25 0 .1 2 -0 .2 5 0 .2 5 0 .1 2 -0 .2 5
557 6 4 -1 2 8 2-1 0  12 1-2 0 .25 0 .2 5 -0 .5 0 .0 6 -0 .1 2 0 .25 0 0 6
1290 6 4 -1 2 8 1 0 .1 2 -0 .2 5 2 0 .2 5 -0 .5 0 .2 5 0 12 0 .25 0 .12
.S’, c p i t h ’r m i i l i s
A T C C  12228 64 2 -4 0 .0 6 -0 .1 2 2 0 .1 2 -0  25 0 0 6 0 .12 0 .0 6 -0  12 0  12
'Antibiotic MICs were determined in CAMHB. The MICs o f oxacillin (OXA), vancomycin (VAN), 
erythromycin (ERY), gentamicin (GEN), cephapirin (CEP), piriimycin (PIR) and enrofloxacin (ENR) were not 
modified in the absence or presence o f 1.5 mM dithiothreitol (DTT) (data not shown).
2The MIC o f  PCI was reduced by the presence o f  1.5 mM DTT. The MIC o f DTT is >75mM.
Evaluation o f PCI for the Treatment o f IMI
PCI was then used for the treatment of ten experimentally infected cows. The 30 infected 
quarters (three per cow) were infused after every milking during seven days with either 250 or 
500 mg of PCI or saline (all prepared in 1.5 mM DTT). During the treatment period, the 
number of viable bacteria was significantly lower in the quarters that received PCI compared 
to those that received saline (Figure 2, P = 0.02). There was no difference between the two
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doses of PCI, which possessed similar effects on the concentration o f CFU (P = 0,48). After 
the treatment period (monitoring period), the concentration of CFU in PCI-treated quarters 
increased and was no longer statistically different from that of control quarters (Figure 2A). 
The cure rate, defined as no detectable CFU for two milk samples taken two weeks apart with 
the first sample taken one week after the end o f the treatment, was 15% for the PCI-treated 
quarters versus 0% for the quarters that received saline. No significant difference was 
observed in quarter milk production or SCC over the treatment and monitoring periods (Table 
3).
Table 2. Effect of one intramammary infusion of saline or PCI at the indicated dose to healthy 
cows on SCC. milk amyloid A and quarter milk production over a 44-h period.
SCC
(Logl 0/mL of milk)1 (n = 4)3
Quarter milk production 
(kg)'(n = 4)3
MAA2 
(ng/mL) '(n = 5)3
Saline4 4.94 ±0.12 3.09 ±0.40 225.75 ±25.75
PCI
100 mg4 5.29 ±0.10 2.24± 0.21 290.43 ± 34.90
250 mg4 5.21 ±0.13 2.57 ±0.15 263.23 ± 35.92
500 mg4 5.18 ± 0.10 3.34 ±0.37 255.65 ± 39.87
'Data presented are LSmeans ± SEM. No statistical difference was observed for those 
parameters.
2MAA: Milk Amyloid A (acute phase protein)
3After infusion of PCI or saline, cows were monitored during 44 h at each of four milking. 
Individual quarter milk was collected at each milking (n=4 for each PCI dose) to measure 
milk production and to allow sample harvesting for determination of SCC (n=4 for each PCI 
dose) and determination of MAA. For MAA, one additional sampling was done six hours after 
the infusion of PCI (n=5 for each PCI dose).
4Saline and the different doses of PCI were randomly infused in the four quarters o f four 
healthy dairy cows.
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Figure 2. Experimental treatment o f S. aureus bovine IMI with PCI. Ten Holstein 
multiparous cows in mid lactation were experimentally infused into three of the quarters with 
59 CFU of S. aureus strain SHY97-3906 and infection was allowed to progress for two weeks 
before starting PCI treatment at day 1 (pretreatment period). Each of ten cows was then
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treated with PCI (250 or 500 mg) or saline during seven days in three infected mammary 
quarters, respectively. Each of those treatments was infused twice daily (a total o f 14 
intramammary infusions of PCI) starting after the morning milking at day 1 and finishing at 
the evening milking at day 7 (treatment period). (A) Kinetics of the bacterial concentrations in 
milk (LoglO CFU/mL) for each group during the pretreatment, treatment and monitoring 
periods. Each dot represents the LSmeans ± SEM of the bacterial concentrations in milk 
obtained for ten quarters (ten cows). (B) Distribution of the bacterial concentrations in milk 
during the entire treatment period shown in A. Horizontal bars represent the LSmeans of 
bacterial counts over the treatment period for the different groups and vertical bars are the 
SEM. Orthogonal contrasts have indicated that PCI has significantly reduced the number of 
CFU/mL of milk but that there was no difference between the two doses of PCI during the 
treatment period.
Table 3. Effect o f the intramammary infusion of saline or PCI for seven days on SCC and 
quarter milk production for quarters experimentally infected with S. aureus over the treatment 
and monitoring periods
SCC (Logl 0 /mL of milk)' Quarter milk production (kg)
treatment monitoring2 treatment monitoring2
Saline 6.2010.10 6.2910.11 3.6910.07 3.5210.12
PCI
250 mg 6.03 ±0.10 6.2010.11 3.72 ± 0.07 3.51 ±0.12
500 mg 6.1710.11 6.01 ±0.12 3.66 10.07 3.6010.12
'Data presented are LSmeans ± SEM. No statistical difference was observed for those 
parameters.
2Parameters were monitored for the four weeks that followed the end o f treatments.
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DISCUSSION
All staphylococci strains tested were affected by the antibiotic activity of PCI showing MICs 
ranging from 0.5 to 4 pg/mL (Table 1). In our previous report (Mulhbacher et al., 2010), 
because of the high level of efficacy of PC 1 in a mouse mastitis model of infection, we soon 
realized that the oxidative self-condensation of PCI (Taylor et al., 1955) might have impaired 
its in vitro activity. Inversely, it seemed that the microaerobic environment {i.e., low oxidative 
environment) of the mastitic milk (Mayer et al., 1988) might have improved its activity in the 
mouse (Mulhbacher et al., 2010). Indeed, the addition of 1.5 mM of DTT to the PCI 
preparation greatly improved its in vitro MIC by protecting PCI against oxidation (Table 1). 
In the presence of 1.5 mM DTT, the MIC of PCI is getting closer to the MICs o f antibiotics 
(cephapirin, pirlimycin and enrofloxacin) commonly used for the treatment of bovine mastitis. 
Interestingly, PCI is also effective against S. epidermidis (MIC of 2-4 pg/mL), which is one of 
the coagulase-negative staphylococci frequently causing IMI. Indeed, although S. aureus is 
one of the most prevalent bacterial species recovered from mastitis cases occurring during 
lactation in Canadian farms, the coagulase-negative staphylococci are also often involved in 
bovine mastitis and have drawn more and more attention in recent years (Thorberg et al., 
2009; Reyher et al., 2011). In addition, we have previously shown the in vitro activity of PCI 
against a methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strain isolated from a human (Mulhbacher et 
al., 2010) despite its multi-resistance to traditional drugs (p-lactams, ciprofloxacin, 
erythromycin, gentamicin, tetracycline). A new treatment mechanism such as that represented 
by PC 1 is therefore most certainly o f interest considering the recent emergence of bovine 
MRSA, which have been shown to be transmittable to humans (Garcia-Alvarez et al., 2011; 
Haran et al., 2012).
Our preliminary safety assessment for the use of PCI in cows yielded no obvious adverse 
effect. In addition, PCI is well tolerated in rodents (Scientific Committee on Consumer 
Products o f the European Commission, 2008). In short, the NOAEL (no observed adverse 
effect level, in repeated doses administered in rats by gavage) was determined to be 200 mg/kg
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of body weight/day (once daily, 28 days, seven days per week). Noteworthy, PCI is also a 
non-ribosylable analog that differentiates its molecular structure from canonical purines (such 
as guanine) or pyrimidines, thus preventing incorporation into nucleic acids and off-target 
effects (Mulhbacher et al., 2010). These data further support the potential success o f the new 
drug class and will provide guidelines for future compounds of the PCI (pyrimidine) 
scaffolds.
The present study is the first report on the use of PCI for experimental therapy of bovine IMI. 
Although only 15% of the PC 1 -treated quarters were cured (vs. 0% for the untreated controls), 
intramammary infusions of PCI significantly reduced the viable counts of S. aureus during 
bovine IMI (Figure 2). The PCI dose of 250 mg reduced the milk bacterial load of 1.23 loglO 
in average during the treatment period (Figure 2B). Interestingly, the 500-mg dose of PCI was 
not more efficient than the 250-mg dose and correlated with the observation that the 500-mg 
dose displayed more oxidative self-condensation of PCI (i.e., a dimerization associated with a 
change in color) during preparation of the high-dose solution in the laboratory despite the 
presence of 1.5 mM DTT. While stability, dosage and formulation of the drug will need to be 
improved in future studies, our results demonstrate that the interruption of 5. aureus guaA 
expression by PCI can translate in a significant antibacterial activity in cows. PCI is the first 
member of this new class of antibiotics. Before pursuing the development of this new drug 
class, it was necessary to show a proof of concept in cows. At this time, it is difficult to know 
if a ~l loglO decreased o f CFU would represent a useful outcome in the field but it supports 
the idea that new molecules can be designed to improve the efficacy of PCI. Also, our 
experimental model represents quite a challenge, i.e., an infusion of bacteria through the teat 
sphincter and directly up into the cistern thus bypassing also the keratin layer (natural defence) 
of the teat canal. The fact that all infused mammary quarters of all 10 cows rapidly developed 
clinical mastitis upon bacterial infusion corroborates the robustness of the challenge. Now that 
the proof of concept is done, future experiments should include new analogs of PCI and a 
known commercial antibiotic as a control to put in context the relative difficulty in achieving 
bacteriological cures in this experimental model.
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The U.S. Food and Drug Administration issued draft guidance intended to help reduce the 
development of resistance to medically important antimicrobial drugs used in food-producing 
animals (U.S. Food and Drug Administration. 2010). Hence, there is an increasing demand to 
come up with new antibiotic products that can specifically be used in the animal food industry. 
The development of a novel drug class that tackles specific pathogens like S. aureus in the 
agri-food sector would be most welcome. Indeed, PCI is one of the rare new classes of 
antibacterial molecules (novel scaffold and mode of action) discovered since 1968. In fact, 
only the oxazolidinones (approved in 2000) fit in this category (Powers, 2004). Preliminary 
riboswitch binding results confirmed that structural variations of ligands are indeed 
accommodated by the guanine riboswitch, indicative of available space in the riboswitch, and 
that both purine and pyrimidine scaffolds are tolerated in the binding site (Gilbert et al., 2006; 
Mulhbacher et al., 2010). This opens the way for finding analogs of PCI that still bind to the 
S. aureus guanine riboswitch and that may be less subject to oxidative self-condensation.
In conclusion, our data showed that PCI can target S. aureus and S epidermidis. While 
stability, dosage and formulation will need to be improved, PCI can be safely administrated to 
dairy cows and can reduce S. aureus concentrations in experimentally infected quarters. The 
staphylococcal riboswitch is a valid drug target and a continued exploration of therapeutic 
applications for PC 1 and derivatives for the treatment of bovine mastitis have to be carried on.
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